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(54) Title: VEGETABLE GntI SEQUENCES AND THE USE THEREOF TO OBTAIN PLANTS WITH A REDUCED OR LACK OF 
N-ACETYLGLUCOS AMINOTRANSFERASE I (GnTI) ACTIVITY 

(54) Bezeichnung: PFLANZLICHE G/U/-SEQUENZEN UND VERWENDUNG DERSELBEN ZUR GEWINNUNG VON 
PFLANZEN MIT VERMINDERTER ODER FEHLENDER N-ACETYLGLUCOSAMINYLTRANSFERASE I 
(GnTIJ-AKTTVITAT 

(57) Abstract 

The invention relates to vegetable GntI sequences, especially vegetable nucleic acid sequences coding die enzyme 
N-acetylglucosaminyltransferase I (GnTI), DNA sequences derived therefrom including GntI antisense and sense constructs, and the 
products thereof, antibodies directed against these translation products and to the use of sequence information to obtain transformed 
micro-organisms and transgenic plants including those with reduced or a lack of N-acetylglucosaminyl -transferase 1 activity. Such plants 
with a reduced or lack of N-acetylglucosaminyl -transferase 1 activity are highly important for the production of glycoproteins having a 
specific constitution in relation to sugar residues. 

(57) Zusammen fassung 

Die Erfindung betrifft pflanzliche Gfltf-Sequenzen, insbesondere pflanzliche Nuldeinsauresequenzen, die das Enzym 
N-Acetylglucosaminyltransferase I (GnTI) kodieren, davon abgeleitete DNA-Sequenzen einschlieBlich Grc//-"antisense M - und 
"sense"-Konstrukten, und deren Translationsprodukte, gegen diese Translationsprodukte gerichtete Antik6rper sowie die Verwendung 
der Sequenzinformation zur Gewinnung von transformierten Mikroorganismen und von trangenen Pflanzen, einschlieBlich solchen 
mit verminderter oder fehlender N- Acety Iglucosam inyl transferase I-Aktivitat. L>erartige Pflanzen mit verminderter oder fehlender 
N-Acetylglucosaminyltransferase I-Aktivitat sind zur Herstellung von Glykoproteinen spezifischer Konstitution bezuglich der Zuckerreste 
von groBer Bedeutung. 
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Pflanzliche Gnt I-Sequenzen und Verwendung derselben zur 
Gewinnung von Pflanzen mit verminderter oder fehlender 
N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) -Aktivitat 

Die Erfindung betrifft pflanzliche Gntl-Sequenzen, insbesondere 
pflanzliche Nukleinsauresequenzen, die das Enzym N-Acetylglu- 
cosaminyltransferase I (GnTI) kodieren, wie auch davon abgelei- 
tete Gntl-„antisense"- bzw. „sense"-Konstrukte, und deren 
Translationsprodukte, gegen diese Translationsprodukte gerich- 
tete Antikorper sowie die Verwendung der Sequenzinformation zur 
Gewinnung von trans formierten Mikroorganismen und von transge- 
nen Pflanzen, einschliefilich solchen mit verminderter oder feh- 
lender N-Acetylglucosaminyltransf erase I -Aktivitat . Derartige 
Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I-Aktivitat sind zur Herstellung von Glykoproteinen 
spezifischer Konstitution beztiglich der Zuckerreste von grofler 
Bedeutung - 

Stand der Technik: 

In Eukaryonten werden Glykoproteine im Endoplasmatischen Reti- 
kulum (ER) cotranslational (d.h, bei Import in das ER-Lumen) 
durch Verknttpfung von zunachst membrangebundenen Glykanen (an 
Dolicholpyrophosphat) mit spezifischen Asparagin-Resten in der 
wachsenden Polypeptidkette zusammengesetzt (N-Glykosylierung) . 
In hoheren Organismen unterliegen Zuckereinheiten, die an der 
Oberfiache der gefalteten Polypeptidkette liegen, in den Golgi- 
Zisternen weiteren Trimm- und Modif ikationsreaktionen (Ref . 1) * 
Durch verschiedene Glykosidasen und Glykosyltransf erasen im ER 
werden zunachst typische Glc 3 Man 9 GlcNAc 2 -Grundeinheiten des 
„high"-Mannose-Typs gebildet und anschlieBend bei Passage durch 
die verschiedenen Golgi-Zistemen in sogenannte „komplexe" Gly- 
kane umgewandelt. Letztere zeichnen sich durch weniger Mannose- 
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Einheiten und den Besitz weiterer Zuckerreste, wie Fucose, 
Galaktose und/oder Xylose in Pflanzen bzw. Sialinsaure 
(N-Acetylneuraminsaure, NeuNAc) in Saugern, aus (Ref. 1,2,3). 
Das AusmaA der Modif ikationen ist von Glykoprotein zu Glykopro- 
tein verschieden. Einzelne Polypeptidketten konnen heterogene 
Zuckerketten tragen. Zudem kann das Giykosylierungsmuster ftir 
ein bestimmtes Polypeptid variieren (gewebespezif ische Unter- 
schiede) , und raufi auch nicht immer beztiglich einer bestimmten 
Glykosylierungsstelle gleich sein, was als „Mikroheterogenitat" 
bezeichnet wird (Ref. 4,5). Die Rolle von Asparagin-standigen 
Glykanen ist bislang kaum verstanden, was u.a. daraus resul- 
tiert, daft diese mehrere Funktionen erfullen konnen (Ref. 6) . 
Jedoch ist anzunehmen, daB beispielsweise der Schutz einer Po- 
lypeptidkette vor proteolytischem Abbau auch durch Glykane ei- 
nes einfacheren Oligomannosyl-Typs gewahrleistet werden kann 
(Ref. 1) . 

Problemstellung: 

Glykoproteine sind fUr Medizin und Forschung von grofier Bedeu- 
tung. Eine Isolierung von Glykoproteinen im Grofimafistab ist je- 
doch aufwendig und teuer. Die direkte Anwendung konventionell 
isolierter Glykoproteine ist oft problematisch, da einzelne Re- 
ste der Glykan-Komponenten bei Verabreichung als Therapeutikuia 
ungewttnschte Nebenwirkungen auslosen konnen. Dabei tragt die 
Glykan-Komponente vor allem zu den physikochemischen Eigen- 
schaften (wie Faltung, Stabilitat und Loslichkeit) der Glyko- 
proteine bei. Des weiteren tragen isolierte Glykoproteine, wie 
bereits ausgefUhrt, selten einheitliche Zuckerreste, was als 
„Mikroheterogenitat xx bezeichnet wird. 

Hefen erweisen sich zur Gewinnung von Glykoproteinen filr Medi- 
zin und Forschung als ungeeignet, da sie nur Glykosylierungen 
zum sogenannten „high"-Mannose-Typ durchfiihren konnen. Insekten 
und hohere Pflanzen zeigen zwar „komplexe x \ aber von Tieren ab- 
weichende Glykoproteinmodif ikationen. Aus Pflanzen isolierte 
Glykoproteine wirken deshalb in Saugern stark antigen. Tieri- 
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sche Organismen itiit Glykosylierungsdefekten sind meist nicht 
lebensfahig, da die terminalen Glykan-Reste (beispielsweise 
membranstandiger Glykoproteine) meist biologische Sl-gnalfunk- 
tion besitzen und vor allem fttr die Zell-Zellerkennung wahrend 
der Embryonalentwicklung unentbehrlich sind. Es existieren zwar 
bereits Saugerzellinien mit definierten Glykosylierungsdefek- 
ten, jedoch ist deren Kultivierung arbeitsintensiv und teuer. 

Im Einzelnen wurden fttr Sauger auf Zellkulturebene bereits un- 
terschiedliche Glykosylierungsmutanten beschrieben (Ref. 7,8, 
9,10). Diese Mutanten sind entweder in der Biosynthese reifer 
Oligosaccharidketten am Dolicholpyrophosphat oder in der Gly- 
kan-Prozessierung betroffen bzw. zeigen Abweichungen in ihren 
terminalen Zuckerresten. Einige dieser Zellinien weisen einen 
konditional-lethalen Phanotyp auf oder zeigen Defekte im intra- 
zellularen Proteintransport . Die Folgen dieser Defekte fttr den 
intakten Organismus sind schwer abschatzbar. Es wurde beobach- 
tet, dafi eine Ver&nderung im Muster komplexer Glykane auf Zell- 
oberfl&chen von SSugern mit Tumor- und Metastasenbildung ein- 
hergeht, obwohl eine funktionale Beziehung noch nicht eindeutig 
nachgewiesen werden konnte (Ref. 9). Glykosylierungsmutanten 
kommen in Saugern daher sehr selten vor. Diese unter HEMPAS 
(Hereditary Erythroblastic Multinuclearity with a Positive Aci- 
dified Serum lysis test) zusammengef aflten Defekte (Ref. 10,11) 
beruhen entweder auf einem Defizit von Mannosidase II und/ oder 
niedrigen Gehalten des Enzyms N-Acetylglucosaminyltransf era- 
se II (GnTII) und wirken sich stark einschrankend auf die Le- 
bensf ahigkeit des mutierten Organismus aus. GntI-" knock out"- 
Mause, in denen das Gen fur GnTI zerstort wurde, sterben be- 
reits „in utero" an multiplen Entwicklungsdef ekten (mundliche 
Mitteilung, H. Schachter, Toronto) . 

Fur Pflanzen waren bis vor kurzem keine vergleichbaren Mutanten 
bekannt. Durch den Einsatz eines Antiserums, das spezifisch 
„komplex"-modifizierte Glykanketten pflanzlicher Glykoproteine 
erkennt und hauptsachlich gegen die hoch-antigenen pi->2 ver- 
knttpften Xylose-Reste gerichtet ist (Ref. 12), konnte die An- 
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melderin aus einer EMS-mutagenisierten F2-Population der gene- 
tischen Modellpf lanze Arabidopsis thaliana mehrere unabhangige 
Mutanten isolieren, die keine „komplexe u Glykoproteinmodif ika- 
tion mehr zeigten (complex c[lycan, cgi-Mutanten) . Nach minde- 
stens fUnf RUckkreuzungen, jeweils gefolgt von inter- 
mittierenden Selbstungen (zum Wiederauf f inden des rezessiven 
Defekts) , wurden die Glykoproteine analysiert. Diese trugen 
hauptsachlich Glykane des Man 5 GlcNAc 2 -Typs, was auf einen De- 
fekt in N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) hindeutete 
(Ref. 8). Tatsachlich fehlte den Arabidopsis cgl -Mutanten GnTI- 
Aktivit&t (Ref. 13), welche normalerweise die erste Reaktion im 
Syntheseweg zu „komplex" modif izierten Zuckerketten katalysiert 
(Ref. 1) . Nach bisherigen Beobachtungen resultiert daraus al- 
lerdings keine BeeintrSchtigung der Lebensf ahigkeit der mutier- 
ten Pflanzen. In neueren Publikationen werden Pflanzen als mog- 
liche Quelle zur Herstellung von pharmazeutisch relevanten Gly- 
koproteinen Oder Vakzinen vorgeschlagen (Ref. 14,15). Darin 
wird jedoch libersehen, dafi aus Pflanzen isolierte Glykoproteine 
in Saugern starke Immunreaktionen auslosen kbnnen, was bisher 
einer Produktion heterologer Glykoproteine in Kulturpf lanzen im 
Wege stand. 

Pflanzen kommen weitgehend ohne „komplex" modifizierte Glyko- 
proteine aus/ wie die Anmelderin am Beispiel der AraJbidopsis 
cgl-Mutante zeigen konnte (Ref. 13). In der Mutante werden se- 
kretorische Proteine im ER zunachst normal glykosyliert . Im 
Golgi-Apparat der cgl-Mutante bleiben die uber Asparagin-Reste 
(N-Glykosylierung) an das PolypeptidrUckgrat gebundenen Oligo- 
mannosylketten dann jedoch auf Stufe von Man 5 GlcNAc 2 -Resten 
stehen, da N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) -Aktivitat 
fehlt (Fig. 1) . Durch diesen Biosyntheseblock wird die pflan- 
zenspezif ische „komplexe" Glykoproteinmodif ikation und insbe- 
sonders die Anheftung von al->3 Fukose- und (Jl-^2 Xylose-Resten 
verhindert, wodurch die stark antigene Wirkung auf den Sauger- 
organismus entfallt. Als krautige Pf lanze besitzt Arabidopsis 
jedoch wenig verwertbare Biomasse. Zur Herstellung von biotech- 
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nologisch relevanten Glykoproteinen im Grofcmafistab sind diese 
cgl-Pf lanzen deshalb weniger geeignet. Als Alternative waren 
Kultursorten, insbesondere Solanaceen, wie z.B. Kartof fel, . Ta- 
bak, Tomate Oder Paprika, und des weiteren Luzerne/ Raps, Ru- 
ben, Soja, Salat, Mais, Reis, und Getreide, mit fehlender oder 
stark gedrosselter GnTI-Aktivitat ideal zur Produktion von he- 
terologen Glykoproteinen in Pflanzen. Dazu warden sich Ver- 
fahren des „homology-dependent gene silfencing" (Ref. 16,17) an- 
bieten. 

Wie Fig- 3 zeigt, ist die Homologie der ersten ermittelten 
pflanzlichen Gntl-Sequenz aus Kartoffel {Solanum tuberosum L., 
St) im Vergleich mit den entsprechenden bekannten Sequenzen aus 
tierischen Organismen aufcerordentlich niedrig (nur 30-40% Iden- 
tity auf Proteinebene, vgl. Fig, 3A) , so dafi eine effiziente 
Drosselung der endogenen „komplexen" Glykoproteinmodif ikation 
in Pflanzen mittels „antisense" bzw. „sense"-Suppression (Ref. 
21) durch die Verwendung bereits bekannter heterologer GntJ- 
Gen-sequenzen mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht erreicht wer- 
den kann. 

Ftir Medizin und Forschung besteht daher nach wie vor ein Be- 
darf , rekombinante Glykoproteine mit minimalen und einheit- 
lichen, also definierten Zuckerresten in geeigneten Organismen 
kostengunstig herstellen zu k6nnen. 

Wesen der Erfindung: 

Nachdem die Anmelderin erstmals pflanzliche Gntl-cDNA-Sequenzen 
isolieren und aufklaren konnte, ist es nun u.a. raoglich, belie- 
bige Pflanzen mit gedrosselter oder fehlender GnTI-Aktivitat zu 
gewinnen, insbesondere herzustellen, bzw. entsprechende Mutan- 
ten durch revers-genetische Ansatze nach Transposon- (Ref . 18) 
bzw. T-DNA-Insertion (Ref. 19) auf zuspttren, um in diesen dann 
Glykoproteine mit niedrigem Antigenpotential zu produzieren. 
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i) Enzyme: 

Die Erfindung umfalit allgemein versehiedene N-Acetylglucosami- 
nyltransf erase I -Enzyme (EC 2. 4-. 1.101) aus Pflanzen, z.B. aus 
Kartoffel {Solanum tuberosum L.) , Tabak {Nicotians tabacum L.) 
und Arabidopsis thaliana. Insbesondere betrifft die Erfindung 
die Enzyme, die die in Fig. 2 und 3B sowie in dem beigefUgten 
Sequenzprotokoll angegebenen Aminosauresequenzen aufweisen oder 
enthalten. 

Von der Erfindung umfafit sind ferner von den Aminosauresequen- 
zen der genannten Enzyme durch Aminosauresubstitution, -dele- 
tion, -insertion, -modif ikation Oder durch O und/oder N- 
terminale Verkttrzung und/oder Veriangerung abgeleitete Enzyme, 
die, sofern sie enzymatische Aktivitat zeigen, eine dem Aus- 
gangsenzym vergleichbare Spezifitat, also N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I -Aktivitat, sowie ggf . vergleichbare Aktivitat 
aufweisen. 

Unter einer vergleichbaren Aktivitat wird im vorliegenden Zu- 
saromenhang eine Aktivitat verstanden, die bis zu 100% uber oder 
unter der Aktivitat des Ausgangsenzyms liegt. Von der Erfindung 
sind dementsprechend auch abgeleitete Enzyme oder Proteine mit 
sehr geringer oder vollstandig fehlender enzymatischer Aktivi- 
tat, nachweisbar mittels eines oder mehrerer der nachfolgend 
angegebenen Tests, umfafit. Zum Nachweis der Enzymaktivitat 
dient ein Standard-Test, der mit Mikrosomen-Fraktionen entweder 
radioaktiv, z.B. mit UDP- [6- 3 H]GlcNac als Substrat (Ref. 13), 
oder nicht-radioaktiv (HPLC-Methode; Ref. 20) durchgef iihrt 
wird. Pflanzliche GnTI-Aktivitat kann subzelluiar in Golgi- 
Fraktionen nachgewiesen werden (Ref. 21) . Enzymanreicherungen 
aus Pflanzen sind aufgrund der geringen Ausbeuten jedoch nahezu 
unmbglich. 

Gegebenenfalls alternativ kann ein erf indungsgemafles abgeleite- 
tes Enzym als ein Enzym definiert werden, ftlr das eine das En- 
zym kodierende DNA-Sequenz ermittelt oder abgeleitet werden 
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kann, die mit der das Ausgangsenzym kodierenden DNA-Sequenz 
bzw. der dazu komplementaren Sequenz unter stringenten Bedin- 
gungen, wie sie nachfolgend definrert werden, hybridisiert • 

Ein dergestalt abgeleitetes Enzym stellt beispielsweise eine 
Isoform dar, die die Aminosauren 74 bis 446 der in Fig, 2 und 
SEQ ID NO: 1 und 2 angegebenen Aminosauresequenz umfafit. Dieser 
Isoform fehlt u.a. der durch die Aminosauren 10 bis 29 gebil- 
dete Membrananker, so dafi diese Enzym-Isoform mSglicherweise 
aufgrunddessen im Cytosol der Pflanze lokalisiert ist. 

Als Beispiele fUr C- und/oder N-terminal verlangerte Proteine 
k6nnen Fusionsproteine genannt werden, die neben einer erfin- 
dungsgemafien Aminosauresequenz ein weiteres Protein umfassen, 
das beispielsweise eine andersartige enzymatische Aktivitat 
aufweist oder auf andere Weise, z.B. aufgrund von Fluoreszenz 
oder Phosphoreszenz oder aufgrund einer Reaktivitat mit spezi- 
fischen Antikorpern oder durch Binden an entsprechende Affini- 
tatsmatrices, leicht nachweisbar ist. 

Die Erfindung umfafit gleichfalls Fragmente der genannten Enzy- 
me, die ggf. keine enzymatische Aktivitat mehr aufweisen. Diese 
Fragmente zeigen in der Regel jedoch antigene Wirkung in einem 
damit immunisierten Wirt und kGnnen folglich als Antigen zur 
Erzeugung monoklonaler oder polyklonaler AntikGrper durch Immu- 
nisierung eines Wirtes mit diesen eingesetzt werden. 

Die Erfindung betrifft darttberhinaus auch N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I-Enzyme insbesondere aus anderen Varietaten und 
Pf lanzenarten, die zugSLnglich sind aufgrund der Hybridisierung 
ihrer Gene oder eines oder mehrerer Abschnitte ihrer Gene 

mit einer oder mehreren der nachfolgend eriauterten erfin- 
dungsgemafien DNA-Sequenzen und/oder DNA-Fragmente und/oder 

mit geeigneten erf indungsgemafien Hybridisierungssonden, die 
ausgehend von den im Sequenzprotokoll angegebenen Amino- 
sauresequenzen unter Beriicksichtigung der Degeneration des ge- 
netischen Codes hergestellt werden konnen. 
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Von der Erfindung umfafct sind ferner nach den vorstehend eriau- 
terten Mafigaben von dieses N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Enzymen abgeleitete Enzyme oder Proteine, einschlieMich Fusi- 
onsproteinen von diesen, sowie Fragmente aller dieser Enzyme 
oder Proteine. 

ii) Antikorper 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft die Verwendung der 
vorstehend genannten Aminosauresequenzen bzw. von antigen wirk- 
samen Fragmenten davon zur Erzeugung von monoklonalen oder po- 
lyklonalen Antikorpern oder -seren durch Immunisierung von Wir- 
ten mit diesen Aminos&uresequenzen bzw. Fragmenten sowie Anti- 
korper bzw. -seren an sich, die die vorstehend erlauterten En- 
zyme und/oder Antigene spezifisch erkennen und binden. Die all- 
gemeine Vorgehensweise und die entsprechenden Techniken zur Er- 
zeugung polyklonaler und monoklonaier AntikSrper sind dem Fach- 
maim gleichfalls wohlbekannt. 

Beispielhaft wurde rekombinantes GnTI-Protein aus Solanum tu- 
berosum mit 10 N-terminalen Histidin-Resten („His-tag xx ) durch 
Verwendung eines Fragments der in Fig, 2 und SEQ ID NO: 1 dar- 
gestellten Gntl-cDNA (Nukleotide 275 bis 1395) in E. coli 
Oberexprimiert und nach Af f initatsreinigung Uber eine Metall- 
Chelat-Matrix als Antigen zur Erzeugung von polyklonalen Anti- 
seren in Kaninchen eingesetzt (vgl. Beispiele 5 und 6) . 

Eine Anwendungsmoglichkeit der erf indungsgemafien AntikSrper be- 
steht ftir das „Screenen" von Pflanzen auf das Vorhandensein von 
N-Acetylglucosaminyltransf erase I . 

Eine Bindung des erf indungsgemalien AntikSrpers an pflanzli- 
che(s) Protein (e) zeigt das Vorliegen eines mit diesem Anti- 
kSrper nachweisbaren N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Enzyms 
an. In einem sp&teren Schritt kann dieser AntikSrper daruber- 
hinaus, in der Regel dann kovalent an einen Trager gebunden, 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/29879 



PCT/EP98/08001 



- 9 - 

gegebenenfalls auch zur Anreicherung Oder Reinigung des Enzyms 
mittels Saulenchromatographie eingesetzt werden. 

Ein negatives Bindungsergebnis mit dem erf indungsgemafien Anti- 
k6rper, d.h. fehlende Bindung an die pflanziichen Proteine, 
laBt wiederum auf ein fehlendes (oder durch Mutation stark ver- 
andertes) N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Enzym und damit auf 
fehlende oder stark verminderte N-Acetylglucosaminyltrans- 
f erase I-Aktivitat in einer untersuchten Pflanze schliefien. 

Techniken zum AusfUhren der vorstehend angesprochenen „Scree- 
ning"-Tests oder zur Enzymanreicherung bzw. -reinigung unter 
Einsatz von Antikdrpersaulen oder anderen Af f initatsmatrices 
(vgl. Beispiele 5 und 6) sind dem Fachmann wohlbekannt. 

iii) DNA-Sequenzen 

Die Erfindung umfaBt ferner DNA-Sequenzen, die die erfindungs- 
gemaBen Aminosauresequenzen, einschliefilich davon gemaB den 
vorstehenden MaBgaben abgeleitete Aminosauresequenzen kodieren. 
Insbesondere betrif ft die Erfindung das den in den Figuren 2 
und 3B und im Sequenzprotokoll aufgefUhrten Aminosauresequenzen 
jeweils zugrundeliegende Gen, und ganz besonders die in Fig. 2 
und im Sequenzprotokoll aufgefUhrten cDNA-Sequenzen, sowie von 
diesen Genen und DNA-Sequenzen abgeleitete DNA-Sequenzen. 

Unter abgeleiteten DNA-Sequenzen werden Sequenzen verstanden, 
die durch Substitution, Deletion und/oder Insertion von einzel- 
nen oder mehreren und/oder kleineren Gruppen von Nukleotiden 
der vorstehend angegebenen Sequenzen und/oder durch Verktirzung 
oder Veriangerung am 5'- und/oder 3 f -Ende erhalten werden. Die 
Modif izierungen innerhalb der DNA-Sequenz konnen zu abgeleite- 
ten DNA-Sequenzen flihren, die identische Aminosauresequenzen 
verglichen mit der von der Ausgangs-DNA-Sequenz kodierten Ami- 
nosauresequenz kodieren, oder aber auch zu solchen, bei denen 
einzelne oder einige wenige Aminosauren gegenuber der Aminosau- 
resequenz, die die Ausgangs-DNA-Sequenz kodiert, verandert, 
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d.h. substituiert, deletiert und/oder insertiert sind, Oder 
auch solchen, die - ggf . zusatzlich - C- und/oder N-terminal 
verkttrzt und/oder vertangert sind. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf die zu den erfin- 
dungsgemafien Genen und DNA-Sequenzen komplementaren Sequenzen 
sowie auf deren RNA-Transkriptionsprodukte . 

Von der Erfindung umfaflt sind insbesondere samtliche, nach den 
vorstehend angegebenen Mafigaben abgeleiteten Sequenzen, die un- 
ter stringenten Bedingungen mit den oben erlauterten Ausgangs- 
sequenzen Oder den dazu komplementaren Sequenzen oder Teilen 
davon hybridisieren, wie auch DNA-Sequenzen, die derartige Se- 
quenzen umfassen. 

Als Hybridisierung unter stringenten Bedingungen im Sinne der 
Erfindung wird eine Hybridisierung bei Vorgehensweise gem&fl ei- 
nem oder mehreren der nachstehend angegebenen Verfahren ver- 
standen. Hybridisieren: Bis zu 20 Std. in PEG-Puffer nach 
Church und Gilbert (0,25 M Na 2 HP0 4 , 1 mM EDTA, 1% (w/v) BSA, 7% 
(w/v) SDS, pH 7,5 mit Phosphorsaure; Ref. 22) bei 42°C oder in 
Standard-Hybridisierungspuf fern mit Formamid bei 42°C Oder ohne 
Formamid bei 68°C (Ref. 23). Waschen: 3-mal 30 min bei 65°C in 
3-fach SSC-Puffer (Ref. 23), 0,1% SDS . 

Im Rahmen der vorliegenden Anmeldung ist der Begriff hybridi- 
sierung" stets als Hybridisierung unter stringenten Bedingun- 
gen, wie vorstehend angegeben, zu verstehen, auch wenn dies im 
Einzelfall nicht explizit angegeben ist. 

Dartlberhinaus erstreckt sich die Erfindung auch auf Fragmente 
der vorstehend erlauterten DNA-Sequenzen, einschliefilich der 
nach den vorstehenden Mafigaben abgeleiteten DNA-Sequenzen, auf 
von derartigen Fragmenten durch Nukleinsauresubstitution, -in- 
sertion und/oder -deletion abgeleitete Fragmente sowie auf die 
entsprechenden Fragmente mit dazu komplementaren Sequenzen. 
Derartige Fragmente sind u.a. als Sequenzierungs- oder PCR- 
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Primer, „Screening"-Sonden und/oder fttr Verwendungen, wie sie 
nachfolgend erlautert werden, geeignet. Ftir eine Verwendung als 
^Screening*- oder Hybridislerungssonde werden die erf indungsge- 
m&fien DNA-Fragmente haufig radioaktiv markiert eingesetzt. 
Fragmente mit Sequenzen, die von den vorstehend definierten 
Ausgangssequenzen durch Substitution, Deletion und/oder Inser- 
tion von einem oder mehreren Nukieotiden abgeleitet sind, bzw. 
die dazu komplementaren Sequenzen sind in dem Umfange von der 
Erfindung umfafct, als sie unter den vorstehend angegebenen 
stringenten Bedingungen mit den Ausgangssequenzen bzw. den dazu 
komplementaren Sequenzen hybridisieren. 

Erf indungsgemafie DNA-Fragmente kGnnen beispielsweise auf der 
Grundlage der im Sequenzprotokoll und in Figur 2 angegebenen 
DNA-Sequenzen ausgehend von pflanzlicher DNA mittels Restrikti- 
onsendonukleasen unter Nutzung geeigneter Restriktionsschnitt- 
stellen oder durch Einsatz von PCR mittels geeignet syntheti- 
sierter Primer erhalten oder alternativ auch chemisch synthe- 
tisiert werden. Derartige Techniken sind dem Fachmann wohlbe- 
kannt . 

Die Erfindung betrifft dariiberhinaus auch jegliche DNA-Sequen- 
zen, die ein Gen darstellen oder Teil eines Gens sind, das 
das Enzym N-Acetylglucosaminyl trans f erase I kodiert, und die in 
ihrer Gesamtheit oder in einem Teilabschnitt 

mit einer der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen und/oder 

mit einem oder mehreren der erf indungsgemafien DNA-Fragmente 

und/oder 

mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll an- 
gegebenen Aminosauresequenzen unter BerUcksichtigung der 
Degeneration des genetischen Codes abgeleitet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

Als DNA-Fragmente werden hierzu Hybridisierungs- oder 
„Screening"-Sonden eingesetzt, die ttblicherweise mindestens 15 
Nukleotide, typischerweise zwischen 15 und 30 Nukleotide, gege- 
benenfalls aber auch wesentlich mehr, umfassen. Es konnen dafur 
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beispielsweise die in Beispiel 1 eingesetzten Primer Verwendung 
finden. Alternativ konnen DNA-Sequenzen geeigneter L&nge, abge- 
leitet von den im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen, 
eingesetzt werden. Als dritte Moglichkeit konnen geeignete er- 
findungsgemafle Hybridisierungssonden ausgehend von den im Se- 
quenzprotokoll angegebenen Aminosauresequenzen unter Beriick- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Codes entwickelt 
werden. 

In diesem Sinne sind Gegenstand der Erfindung auch N-Acetyl- 
glucosaminyl transferase I kodierende Gene, die insbesondere aus 
anderen Varietaten oder Pf lanzenarten aufgrund ihrer Hybridi- 
sierung mit den vorstehend angegebenen Hybridisierungssonden 
aufgefunden werden kbnnen, sowie d.ayon gemaJS den vorstehend er- 
lauterten Maflgaben abgeleitete DNA-Sequenzen, DNA-Fragmente und 
-Konstrukte. 

Die Isolierung des jeweiligen Gens und die Sequenzierung des- 
selben nach der Auffindung mittels der erf indungsgemafien Hybri- 
disierungssonden liegen im Bereich der Fahigkeiten eines Fach- 
manns auf diesem Gebiet und sind exemplarisch in den Beispielen 
ftlr N-Acetylglucosaminyltransferase I aus Solanum tuberosum und 
die entsprechenden Enzyme aus Nlcotiana tabacum und Arabidopsis 
thaliana erlautert. 

Gegenstand der Erfindung sind schlieBlich auch „antisense"- 
Sequenzen beztiglich jeglichen vorstehend eriauterten DNA- 
Sequenzen. 

iv) Konstrukte 

Von der Erfindung werden auch Konstrukte umfafit, die ggf . neben 
zusatzlichen 5'- und/oder 3' -Sequenzen, z.B. Linkern und/oder 
regulatorischen DNA-Sequenzen, oder andersartigen Modifika- 
tionen die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen, einschlieMich der 
wie vorstehend ausgefiihrt abgeleiteten DNA-Sequenzen, umfassen. 
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Ein Beispiel hierflir sind Hybridisierungs- Oder „Screening"- 
Sonden, die zusatzlich zu einer erf indungsgemafien DNA-Sequenz 
noch ein in diesem Fall meist nichtradioaktives Nachweismittel 
ftir die Detektion von Hybridisierungsprodukten umfassen, z.B. 
fluoreszierende oder phosphoreszierende Molekule, Biotin, Bio- 
tinderivate, Digoxigenin und Digoxigeninderivate . Es kommen in 
diesem Zusammenhang jedoch auch radioaktive oder nichtradioak- 
tive Nachweismittel, die z.B. durch Endmarkierung an die erfin- 
dungsgem&Be DNA-Sequenz angeheftet werden konnen, in Betracht. 

Gegenstand der Erfindung sind auch „antisense"- und „sense"- 
Konstrukte beztlglich der erf indungsgem&fien DNA-Sequenzen und 
-Fragmente, namlich bezttglich 

der im Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen und der 

zugrundeliegenden Gene, 

der davon nach den vorstehenden Mafigaben abgeleiteten DNA- 
Sequenzen, 

eines oder mehrerer Abschnitte dieser DNA-Sequenzen, 
DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Varietaten oder 
Pf lanzenarten, die ein Gen darstellen oder Teil eines Gens 
sind, welches das Enzym N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
kodiert, und die 

— mit einer der vorstehend genannten DNA-Sequenzen 
und/ oder 

— mit einem oder mehreren der vorstehend genannten DNA- 
Fragmente und/oder 

- — mit einer DNA-Sequenz, die von den im Sequenzprotokoll 
angegebenen Aminqsauresequenzen unter Beriicksichtigung 
der Degeneration des genetischen Codes abgeleitet wor- 
den ist, 

unter stringenten Bedingungen hybridisieren. 

Des weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf jegliche 
DNA-Ubertragungsysteme, wie Vektoren, Plasmide, Viren- und Pha- 
gengenome oder Cosmide, die die erf indungsgemaiien DNA- 
Sequenzen, z.B. das Gntl-Gen, erf indungsgemaBe cDNA und DNA- 
Abschnitte, wie sie im Sequenzprotokoll angegeben sind, Frag- 
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mente davon, insbesondere „antisense"- oder „sense"-Konstrukte 
und/oder davon nach den vorstehenden Mafigaben abgeleitete DNA- 
Sequenzen, enthalten . 

Diverse Techniken zur Gewinnung oder Synthese erf indungsgemafier 
DNA, DNA-Fragmente, Konstrukte und Ubertragungssysteme, z.B. 
ausgehend von pflanzlicher DNA durch Restriktion mittels Re- 
striktionsendonukleasen, PCR-Amplif izierung unter Einsatz ge- 
eigneter Primer, ggf. gefolgt von Klonierung und zus&tzlicher 
chemischer oder enzymatischer Modi f izierung, sind dem Fachmann 
wohlbekannt. 

Eine Anwendungsmoglichkeit von erf indungsgemafien DNA-Hybridi- 
sierungssonden liegt im Nachweis von N-Acetylglucosaminyltrans- 
f erase I-Genen in anderen Pflanzen als jenen, aus denen die im 
Sequenzprotokoll angegebenen DNA-Sequenzen erhalten wurden, 
oder im Nachweis von mSglichen (weiteren) Isoformen des 
N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Gens in den Ausgangspf lanzen 
Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsls thaliana. 

Kann fttr das Hybridisierungsexperiment auf eine genomische Bank 
oder cDNA-Bank einer Pflanze zuriickgegrif f en werden, liefert 
ein positives Hybridisierungsergebnis bei einem derartigen 
„Screening xx oder Durchmustern der jeweiligen Bank den Hinweis 
auf einen Klon oder einige wenige Klone, die die gesuchte Se- 
quenz, das N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Gen, vollst&ndig 
oder teilweise in Verbindung mit nur einer begrenzten Menge 
weiterer DNA aus dem Genpm der Zielpflanze enthalten, was die 
Klonierung und Sequenzierung des Zielgens entsprechend erleich- 
tert. Alternativ kann ausgehend von pflanzlicher DNA und geeig- 
neten Konstrukten, sogenannten PCR-Primern, auch eine PCR- 
Amplif ikation des Gens oder von Teilen desselben vorgenommen 
werden, urn Klonierung und Sequenzierung zu vereinf achen. 

Ein Einsatz erf indungsgemafier Sequenzierungsprimer , die ausge- 
hend von geeigneten Abschnitten der erf indungsgemaiien Sequenzen 
synthetisiert werden, ermogiicht z.B. eine genomische Sequen- 
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zierung ausgehend von der vollstandigen, durch Restriktions- 
endonukleasen geschnittenen genomischen DNA einer Zielpflanze 
mittels der Church-Gilbert-Technik wie auch z.B. eine Sequen- 
zierung auf cDNA-Ebene nach RT-PCR-Amplif ikation der Gesamt-RNA 
der Zielpflanze (vgl. Bsp. 1)* 

Eine alternative Anwendungsmbglichkeit von erf indungsgemafien 
DNA-Hybridisierungssonden, die von den im Sequenzprotokoll an- 
gegebenen DNA-Sequenzen abgeleitet sind, besteht in der erfin- 
dungsgem&fien Verwendung derselben zum Nachweis von Pf lanzen mit 
verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Aktivitat. Das Hybridisierungsexperiment dient zur Detektion 
des Gens der N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GntI) und er- 
laubt z.B. aufgrund eines negativen Hybridisierungsergebnisses 
unter stringenten Bedingungen den RUckschlufi auf ein Fehlen des 
GntJ-Gens und damit fehlende N-Acetylglucosaminyltransf erase I- 
Aktivitat in einer untersuchten Pflanze. 

Derartige Hybridisierungstechniken zum Nachweis von Proteinen 
oder Genen insbesondere in Pf lanzenmaterial mittels DNA-Sonden 
sind dent Fachmann ebenfalls gel&ufig. Es wird in diesem Zusam- 
menhang auf die vorstehenden AusfUhrungen zu moglichen Hybridi- 
sierungsbedingungen unter Punkt iii) verwiesen. Geeignete DNA- 
Hybridisierungssonden umfassen in der Regel mindestens 15 Nu- 
kleotide mit einer Sequenz, die z.B, von den in Fig. 2 und im 
Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen oder den entspre- 
chenden Gntl-Genen abgeleitet ist. 

v) Transformierte Mikroorganismen 

Die Erfindung erstreckt sich des weiteren auf Mikroorganismen, 
wie z.B. Bakterien, Bakteriophagen, Viren, einzellige eukaryo- 
tische Organismen, wie Pilze, Hefen, Protozoen, Algen und huma- 
ne, tierische und pflanzliche Zellen, die durch eine oder meh- 
rere der erf indungsgem&fien DNA-Sequenzen oder eines oder mehre- 
re der erf indungsgemaGen Konstrukte, wie vorstehend erlautert, 
transformiert wurden. 
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Verwendung finden erf indungsgemafce trans formierte Mikrodrganis- 
men beispielsweise als Expressionssysteme fiir die transf ormie- 
rende Fremd-DNA zur Gewinnung der entsprechenden Expressions- 
produkte. Typische Mikroorganismen flir diese Zwecke sind Bakte- 
rien, wie beispielsweise E. coli. Des weiteren konnen erfin- 
dungsgemSLfie transformierte Mikroorganismen, insbesondere Agro- 
bakterien, z.B. zur Transformation von Pflanzen unter Weiterga- 
be der transformierenden Fremd-DNA eingesetzt werden. 

Verfahren zur Transformation von Mikroorganismenzeilen durch 
(Fremd-)DNA sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Hierftir werden z.B. als Expressionsvektoren bezeichnete Kon- 
strukte eingesetzt/ die die erf indungsgemafte DNA-Sequenz unter 
Kontrolle eines konstitutiven oder induzierbaren, ggf . zusatz- 
lich gewebespezif ischen Promotors enthalten, urn eine Expression 
der eingeschleusten DNA in der Ziel- oder Wirtszelle zu ermbg- 
lichen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist • dementsprechend ein Ver- 
fahren zur Gewinnung der erf indungsgemafien Enzyme und Proteine 
unter Einsatz eines oder mehrerer der erf indungsgemafien trans- 
formierten Mikroorganismen. Das Verfahren umfafct, mindestens 
einen durch erf indungsgemafie DNA, insbesondere eine der im Se- - 
quenzprotokoll angegebenen cDNAs, unter Kontrolle eines aktiven 
Promotors trans formierten Mikroorganismus, wie vorstehend defi- 
niert, zu zttchten und das erf indungsgemafie Enzym aus den Mikro- 
organismen und gegebenenfalls auch dem Kulturmedium zu isolie- 
ren. Das Verfahren erstreckt sich selbstverst&ndlich auch auf 
die Gewinnung von den erf indungsgemafien Enzymen aus Solanum tu- 
berosum, Nicotiana tabacum und Arabidopsis thaliana abgeleite- 
ten Enzymen bzw. Proteinen, wie sie vorstehend unter i) defi- 
niert sind. 

Verfahren zur ZUchtung transformierter Mikroorganismen sind dem 
Fachmann wohlbekannt. Die Isolierung des exprimierten Enzyms 
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kann beispielsweise gem&fi dem in Beispiel 5 beschriebenen Ver- 
fahren mittels Metall-Chelat-Chromatographie oder alternativ 
durch Chromatographie an Saulen, die gegen das Enzym gerichtete 
Antik&rper an das Packungsmaterial gebunden enthalten, erfol- 
gen. 

vi) Transgene Pflanzen 

Die Erfindung umfaBt gleichfalls transgene Pflanzen, die mit- 
tels einer erf indungsgemaBen DNA-Sequenz bzw. eines entspre- 
chenden Konstrukts transformiert worden sind. Es konnen so z.B. 
transgene Pflanzen erhalten werden, bei denen eine GnTI- 
Defizienz, z.B. aufgrund eines fehlenden oder schadhaften Gntl- 
Gens oder aufgrund von Defekten in den regulatorischen Berei- 
chen dieses Gens, durch Komplementierung durch ein von den im 
Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen abgeleitetes Kon- 
strukt, dessen Expression unter Kontrolle eines aktiven konsti- 
tutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezif ischen 
Promotors steht, beseitigt worden ist. Das aufgrund der in dem 
Konstrukt enthaltenen erf indungsgem^fien DNA exprimierte GnTI- 
Enzym oder Protein mit GnTI-Aktivitat komplementiert in diesem 
Falle die in der Ausgangspf lanze fehlende GnTI-Aktivitat . 

Gleichfalls in Betracht gezogen werden transgene Pflanzen, in 
denen die in der Ausgangspf lanze bereits vorhandene GnTI- 
Aktivitat durch zusatzliche Expression des durch ein erfin- 
dungsgemafles Konstrukt eingeschleusten Gnt J-Transgens erhttht 
ist. Ein bei der Untersuchung des Enzyms N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I in Pflanzen bestehendes Hauptproblem war bislang 
die ilberaus geringe Expression des Gntl-Gens in vivo, verbunden 
mit einer tiberaus geringen Enzymaktivitat, die entsprechend 
schwer nachzuweisen war. Durch Coexpression einer erf indungsge- 
mafien DNA kann das Problem zu geringer GnTI-Enzymaktivitat bei 
Pflanzen behoben werden. 

In diesem Falle kann es bevorzugt sein, fur die Transformation 
von Pflanzen erf indungsgemafie DNA einzusetzen, die zusatzlich 
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einen Sequenzabschnitt umfafit, der nach Expression eine verein- 
fachte Detektierung und/oder Anreicherung bzw. Reinigung des 
Proteinproduktes rait GnTI-Aktivitat ermoglicht. Beispielsweise 
gelingt dies durch Einsatz einer speziellen DNA-Sequenz ftir die 
Expression eines rekombinanten GnTI-Enzyms, die eine N- Oder C- 
terminale Sequenzveriangerung tragt, die einen Af f initatsmarker 
kodiert. 1st zusatzlich ein Aminosauresequenzabschnitt zwischen 
GnTI-Enzym und Af f initatsmarker vorgesehen, der eine Erken- 
nungsstelle fttr eine spezifische Protease darstellt, kann durch 
nachtraglichen Einsatz dieser spezifischen Protease die N- oder 
Oterminale Sequenzveriangerung von dem GnTI-Enzym abgespalten 
und das GnTI-Enzym dadurch isoliert erhalten werden. 

Ein Beispiel hierfUr ist der Einsatz einer erf indungsgemafien 
DNA-Sequenz , die das rekombinante GnTI-Enzym mit einer C-ter- 
minalen Sequenzveriangerung, die den Af finitatsmarker AWRHPQFGG 
(„Strep-tag"; Ref. 39) kodiert, und einer dazwischenliegenden 
Protease-Erkennungsstelle, IEGR, kodiert. Die Expression der 
erf indungsgemaften DNA liefert GnTI-Enzyme mit der angegebenen 
Oterminalen Sequenzveriangerung, tiber welche die exprimierten 
Proteinmolekttle spezifisch an eine Streptavidin-derivatisierte 
Matrix binden und so isoliert werden kQnnen. Mitteis der die 
Aminosauresequenz IEGR spezifisch erkennenden Protease Faktor 
Xa kann der GnTI-Anteil der ProteinmolekUle dann freigesetzt 
werden. Alternativ kann das vollstandige Protein von der Strep- 
tavidin-derivatisierten Matrix mitteis Biotin oder Biotinderi- 
vaten abgelSst werden. 

Ein weiteres Beispiel stellen erf indungsgemafie DNA-Sequenzen 
dar, die ein Protein kodieren, das zusatzlich zu einem GnTI- 
Enzym eine Mehrzahl, z.B. 10, N-terminal angefUgte Histidin- 
Reste („His-tag") umfafit. Eine Isolierung bzw. Reinigung der 
exprimierten Proteine kann aufgrund der N-terminalen Histidin- 
Reste leicht durch Metall-Chelat-Af f initatschromatographie 
(z.B. Ni-Sepharose) erfolgen (vgl. auch Beispiel 5). 
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Die Erfindung umfafit gleichfalls Teile derartiger transgener 
Pflanzen, entsprechend trans formierte Pf lanzenzellen, transgene 
Samen und transgenes Vermehrungsmaterial. 

Ein weiterer zentraler Aspekt der Erfindung ist die Verwendung 
der vorstehend eriauterten Sequenzinformation zur Gewinnung von 
Pflanzen mit verminderter oder fehiender N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I-Aktivitat. 

Die MSgliehkeiten zum Auf f inden von Pflanzen mit verminderter 
oder fehiender N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat auf- 
grund eines Gendefektes oder fehlenden Gens durch Einsatz er- 
findungsgemafier AntikSrper oder erf indungsgema&er „Screening"- 
oder Hybridisierungssonden wurden vorstehend bereits beschrie- 
ben. 

Zwei weitere Moglichkeiten bestehen in der erf indungsgemaBen 
Verwendung von „antisense"- bzw. „sense"-DNA-Konstrukten, die 
von der DNA-Sequenz eines Gntl-Gens einer Pflanze abgeleitet 
sind, zur Erzeugung transgener Pflanzen mit verminderter oder 
fehiender N-Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat mittels 
„homology-dependent gene silencing" (vgl. Ref. 16,17). Die DNA- 
Sequenz, auf die zur Erzeugung der Konstrukte als Ausgangsse- 
quenz zurtickgegrif f en wird, kann dabei von der zu trans formie- 
renden Ausgangspf lanze selbst oder aber auch von einer anderen 
Pf lanzenvariet&t oder -art stammen. Insbesondere f inden 
„antisense"- oder „sense"-Konstrukte, wie sie vorstehend unter 
den Punkten iii) und iv) erlautert wurden, Verwendung. Die ein- 
gesetzten Konstrukte umfassen Ublicherweise mindestens 50 bis 
200 und mehr Basenpaare. 

Insbesondere umfassen die hierfur eingesetzten Konstrukte min- 
destens 50 bis 200 und mehr Basenpaare mit einer Sequenz, die 
ausgehend 

von den im Sequenzprotokoll angegebenen cDNA-Sequenzen 
und/oder den entsprechenden Gntl-Genen und/ oder 
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von den vorstehend erlauterten erf indungsgemafien abgeleite- 
ten DNA-Sequenzen und/oder DNA-Fragmenten und/oder 
von DNA-Sequenzen insbesondere aus anderen Vari-etaten und 
Pf lanzenarten, die N-Acetylglucosaminyl trans f erase I kodie- 
ren und aufgrund einer Hybridisierung mit Hybridisierungs- 
oder „Screening"-Sonden, wie sie vorstehend unter Punkt 
iii) und iv) definiert wurden, unter stringenten Bedingun- 
gen aufgefunden werden konnen, 
abgeleitet wird. 

Die Konstrukte enthalten in der Regel einen starken konstituti- 
ven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebespezif ischen Pro- 
motor, unter dessen Kontrolle die „antisense"~ oder „sense"- 
DNA-Sequenzabschnitte stehen. 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von 
„antisense"-Konstrukt (en) in das Pf lanzengenom oder durch vira- 
le Infektion von Ausgangspf lanzen oder -pf lanzenzeilen durch 
„antisense xx -Konstrukt (e) enthaltendes Virus ftir eine extrachro- 
mosomale Propagation und Transkription des „antisense"-Kon- 
strukts oder der „antisense"-Konstrukte in inf iziertem Pflan- 
zengewebe ist beabsichtigt, auf RNA-Ebene eine Hybridisierung 
von Transkripten des Gntl-Gens mit Transkripten des „antisen- 
se"-DNA-Abschnitts zu erzielen, die die Translation der GntJ- 
mRNA verhindert. Die Folge ist eine transgene Pflanze mit stark 
verringerten Gehaiten an N-Acetylglucosaminyltrans-f erase I und 
damit einer stark verringerten entsprechenden Enzymaktivitat . 

FUr die erf indungsgemafie Transformation von Pflanzen mit 
„antisense"-Konstrukten kbnnen beispielsweise Konstrukte einge- 
setzt werden, die mit einer der kompletten, in Fig, 2 und im 
Sequenzprotokoll aufgeftlhrten cDNAs oder entsprechenden, in der 
Regel mindestens 50 bis Uber 200 Basenpaare umfassenden Ab- 
schnitten derselben hybridisieren. Insbesondere bevorzugt ist 
dartiberhinaus die Verwendung von Fragmenten, deren Transkripte 
zusatzlich zu einer Hybridisierung mit einem Teil des 5'- 
untranslatierten Bereiches der GntX-mRNA fuhren, an dem oder in 
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dessen N&he sich normalerweise die Anheftung der Ribosomen 
vollziehen wUrde. Beispiele fiir derartige Konstrukte sind in 
Fig. 4 gezeigt. 

Angesichts des Vorkommens einer Isoform in Solarium tuberosum 
mit wahrscheinlich cytoplasmatischer Lokalisierung aufgrund des 
fehlenden Membranankers (As 10 bis 29) mit noch unbekannter 
Funktion kann es wtinschenswert sein, lediglich das N-Acetyl- 
glucosaminyl transferase I-Enzym zu erfassen, das in den Golgi- 
Zisternen lokalisiert ist, d.h. nur jenes Enzym, das den Mem- 
brananker umfafit. Ein Grund fttr diesen Wunsch kann das Bestre- 
ben oder im Einzelfalle auch die Notwendigkeit sein, den cyto- 
plasmatischen Metabolismus der Pf lanzenzelle, ftir den die cyto- 
plasmatische N-Acetylglucosaminyltransf erase I womGglich von 
Bedeutung ist, so wenig als mGglich zu beeintrachtigen* Zu die- 
sem Zweck konnen erf indungsgem&fi „antisense"-Konstrukte einge- 
setzt werden, die bzw. deren Transkripte mit einem DNA- oder 
RNA-Abschnitt des GntJ-Gens oder der Gntl-mRNA hybridisieren, 
der einen Teil des 5' -untranslatierten Bereichs und den kodie- 
renden Bereich - einschliefilich des Membranankers - umfafit. Ei- 
ne Erstreckung des Hybridisierungsbereiches bis Position 266 
der cDNA in Fig. 2 und SEQ ID NO: 1 wird in der Regel fUr den 
genannten Zweck als unschadlich erachtet. 

Bei der Erzeugung transgener Pflanzen durch Integration von 
„sense"-Konstrukten in das Pf lanzengenom oder durch virale In- 
fektion von Ausgangspf lanzen oder -pf lanzenzellen durch 
„sense"-Konstrukt (e) enthaltendes Virus fUr eine extrachromoso- 
male Propagation und Expression des oder der Konstrukte in in- 
fiziertem Pf lanzengewebe wird in Anlehnung an die Arbeiten von 
Faske et al. (Ref. 17) in Tabak von Hybridisierungsphanomenen 
dieser Konstrukte mit dem endogenen Gntl-Gen auf posttranskrip- 
tionaler bzw. auf DNA-Ebene ausgegangen, die letzlich die 
Translation des GntJ-Gens beeintrachtigen oder verhindern. Das 
Resultat sind auch in diesem Falle transgene Pflanzen mit ver- 
minderter oder sogar fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase 
I-Aktivitat. 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 99/29879 



PCT/EP98/08001 



-22- 

Verfahren zur stabilen Integration derartiger „antisense"- und 
„sense" -Konstrukte in das Genom von Pflanzen bzw. zur viraleir 
Infektion von Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen fur eine extrachro- 
raosomale Propagation und Transkription/Expression derartiger 
Konstrukte in infiziertem Pf lanzengewebe sind dem Fachmann be- 
kannt. Dazu gehSren sowohl der direkte DNA-Transfer (z.B. in 
Protoplasten mittels Elektroporation Oder durch Zusatz eines 
hochmolekularen Osmotikums sowie biolistische Methoden, bei de- 
nen DNA-umhttllte Teilchen in Pf lanzengewebe geschossen werden) 
wie die Verwendung natttrlicher Wirt/Vektor-Systeme (z.B. Agro- 
bakterien oder Pf lanzenviren) . FUr eine virale Infektion von 
Ausgangspf lanzen oder -pf lanzenzellen durch entsprechende Kon- 
strukte enthaltende Viren ftir eine extrachromosomale Propagati- 
on und Transkription/Expression der Konstrukte in infiziertem 
Pflanzengewebe stehen eine Reihe spezieller Viren, wie Tabakmo- 
saikvirus (TMV) oder Kartof f elvirus X (potato virus X), zur 
Verfttgung. 

Beispielhafte Pflanzen, die fttr eine derartige Integration in 
Frage kommen, umfassen dikotyledone wie monokotyledone Kultur- 
pf lanzen, insbesondere Solanaceen wie Kartof f el, Tabak, Tomate 
und Paprika. Zusatzlich waren Banane, Luzerne, Raps, RUben, So- 
ja, Salat, Mais, Reis und Getreide geeignete Zielpflanzen fUr 
den Einsatz homologer „antisense"-Konstrukte. Beispielsweise 
erscheint die im Sequenzprotokoll angegebene Sequenz aus AraJbi- 
dopsis thaliana insbesondere als Ausgangssequenz fUr die erfin- 
dungsgemafie Transformation von Brassicaceen, wie z.B. Raps- 
pflanzen, mittels „sense"- oder „antisense u -Konstrukten geeig- 
net. Weitere Pflanzen von Interesse sind jegliche Pflanzen, die 
fUr Medizin und Forschung interessante Glykoproteine exprimie- 
ren. 

Allgemein soli festgehalten werden, daB die erf indungsgemafie 
Transformation von Pflanzen, die in dem entsprechenden Bereich 
des GntJ-Gens eine Homologie von £70% auf Nukleotidebene zu den 
eingesetzten erf indungsgem&fien „antisense"- oder „sense"- 
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Konstrukten aufweisen, in der Regel zu erf indungsgemafien trans- 
genen Pflanzen ftthrt, die die gewttnschte Verringerung der N- 
Acetylglucosaminyltransf erase I-Aktivitat aufweisen. 

Eine weitere Moglichkeit wird ferner in einer zielgerichteten 
ZerstSrung („Knock out") des N-Acetylglucosaminyl trans f erase I- 
Gens durch „gene targeting" mittels homologer Rekombination 
(Ref. 24) in einer Zielpflanze durch Einsatz eines geeigneten, 
von der erf indungsgem&Ben cDNA-Sequenz abgeleiteten DNA- 
Fragments gesehen, ahnlich der Vorgehensweise, wie sie bei- 
spielsweise fttr Hef e-Systeme und Sauger etabliert worden ist. 

Die Erfindung umfaBt ferner transgene Pflanzen, die mit den 
vorstehend angesprochenen „antisense"- Oder „sense"-Konstrukten 
bzw. mit diese enthaltenden Viren transformiert worden sind/ 
sowie Teile derartiger transgener Pflanzen, entsprechend trans- 
formierte Pf lanzenzellen, transgene Samen und transgenes Ver- 
mehrungsmaterial . 

Verfahren zur Erzeugung transgener Pflanzen, z.B. durch Agro- 
bakterien- oder Virus-vermittelten, wie auch direkten DNA- 
Transfer, sind dem Fachmann geiaufig. Hinsichtlich beispiel- 
hafter Pflanzen fttr eine derartige Transformation gilt das vor- 
stehend ausgeftihrte. 

Die erf indungsgem&fcen bzw. erf indungsgemSii gewonnenen Pflanzen 
mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucosaminyltrans- 
ferase I-Aktivitat kannen erf indungsgemafi zur Herstellung von 
Glykoproteinen mit minimalen und einheitlichen, also definier- 
ten Zuckerresten eingesetzt werden. Wie bereits erlautert, sind 
derartige Glykoproteine fUr Medizin und Forschung von grofier 
Bedeutung. Als preiswerte Rohstoff- und Nahrungsquelle sowie 
durch ihre problemlose Entsorgung iiber Kompostierung stellen 
Pflanzen per se ideale Bioreaktoren dar. Gemafi der vorstehend 
eriauterten Erfindung kannen jetzt biotechnologisch oder phar- 
mazeutisch relevante Glykoproteine (z.B. Therapeutika mit nied- 
rigem Antigenpotential fUr Sauger) in Kulturpf lanzen exprimiert 
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werden, in denen GnTI-Aktivitat stark gedrosselt ist Oder voll- 
standig fehlt. 

Die Erfindung umfafit dementsprechend auch ein Verfahren zur Er- 
zeugung von Glykoproteinen mit minimalen, einheitlichen und de- 
finierten Zuckerresten, umfassend das Zttchten einer erfin- 
dungsgemafien transgenen Pflanze, von Teilen derartiger Pflanzen 
Oder von erf indungsgemafien transformierten Pf lanzenzellen, die 
jeweils das gewUnschte Glykoprotein exprimieren, und das Iso- 
lieren des gewtlnschten Glykoproteins aus dem geztlchteten Mate- 
rial- 

Beispielhafte Kulturpf lanzen sind in diesem Zusammenhang So- 
lanaceen, insbesonders Kartoffel, Tabak, Tomate, und Paprika. 
Des weiteren koinmen Banane, Luzerne, Raps, Riiben, Soja, Salat, 
Mais, Reis und Getreide in Frage. 

Die Sequenz der enzymatisch gesteuerten, pf lanzenspezif ischen 
N-Glykan-Modifikationen, denen sekretorische Glykoproteine bei 
Passage durch den Golgi-Apparat hGherer Pflanzen unterliegen, 
ist in Fig. 1 schematisch dargestellt. Die Blockierung der Bio- 
synthese durch fehlende oder unzureichende N-Acetylglucosami- 
nyltransf erase I- (GlcNac-Transf erase I)-Aktivitat in einer 
Pflanze fUhrt dazu, dafi anstelle „komplexer" Glykane hauptsach- 
lich Glykane des Man 5 GlcNAc 2 -Typs, also Glykoproteine mit ein- 
heitlichen und wohldefinierten Zuckerresten gebildet werden, 
die ftir Medizin und Forschung von Uberaus hoher Bedeutung sind. 

Hierzu k5nnen die Gene fttr die gewtinschten Glykoproteine in ih- 
ren natUrlichen Erzeugerpf lanzen exprimiert werden, die erfin- 
dungsgemStli z.B. mittels „antisense"- oder „sense"-Konstrukten 
zu transgenen Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Ace- 
tylglucosaminyltransferase I-Aktivitat trans formiert wurden. 

Es besteht jedoch auch die Moglichkeit, erf indungsgemafie trans- 
gene Pflanzen mit verminderter oder fehlender N-Acetylglucos- 
aminyltransferase I-Aktivitat einzusetzen, die zusatzlich mit 
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dem Gen fur das gesuchte Glykoprotein transformiert worden 
sind. Hierzu konnen Konstrukte eingesetzt werden, die das Gen 
fttr das gesuchte Glykoprotein unter der Kontrolle eines star- 
ken, konstitutiven oder induzierbaren, ggf. zusatzlich gewebe- 
spezifischen Promotors enthalten und die zu einer Integration 
des Gens in das Genom der Pflanze ftthren. Alternativ kann die 
Transformation auch durch virale Infektion durch ein das Gen 
far das gesuchte Glykoprotein enthaltendes Virus fur eine ex- 
trachromosomale Propagation und Expression des Gens erfolgen. 
Das Glykoprotein kann dann in der jeweiligen Wirtspflanze ex- 
primiert und daraus gewonnen werden. 

Es kann dabei selbstverstandlich alternativ auch so vorgegangen 
werden, dafi zun&chst eine Transformation mit einem Expressions- 
konstrukt oder Virus, das die kodierende DNA des Glykoproteins 
enthalt, vorgenommen wird und erst danach eine weitere Trans- 
formation mit einem oder mehreren erf indungsgemafien „anti- 
sense"- oder „sense"-Konstrukten oder einem oder mehreren Vi- 
ren, die entsprechende DNA enthalten, erfolgt. Eine gleichzei- 
tige Transformation mit beiden Konstrukten oder mit einem Vi- 
rus, das sowohl das „antisense"- oder „sense"-Konstrukt als 
auch das das gesuchte Glykoprotein kodierende Gen enthalt, ist 
ebenfalls mttglich ( „Huckepack"-Version) . 

Im Rahmen der Erfindung wird auch eine virale Uberinf ektion er- 
f indungsgemafier transgener Pflanzen, bei denen bereits eine In- 
tegration des „antisenseV„sense u -Konstrukts und/ oder des das 
gesuchte Glykoprotein kodierenden Gens im Genom vorliegt, durch 
Viren, die „antisenseV„sense"-Konstrukt und/oder das das ge- 
suchte Glykoprotein kodierende Gen enthalten, fttr eine zusatz- 
liche extrachromosomale Propagation und Transkription bzw. Ex- 
pression dieser DNA in Betracht gezogen. Hierdurch konnen die 
Konzentrationen an „antisense"- bzw. „sense"-DNA oder expri- 
miertem Glykoprotein in den transgenen Pf lanzenzellen erhoht 
werden. 
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Fttr die erf indungsgemafle Gewinnung definiert glykosylierter 
Glykoproteine kann sich eine Verwendung gewebespezif ischer Pro- 
motoren beispie-lsweise in Fallen als sinnvoll erweisen, wenn 
beabsichtigt ist, die gewttnschten Glykoproteine nur aus be- 
stimmten Pf lanzenteilen, wie der Knolie oder den Wurzeln, zu 
gewinnen. Fttr eine ganze Reihe von Pf lanzengeweben stehen heute 
gewebespezif ische Promotoren zur Verfttgung, die eine Expression 
von Fremdgenen speziell nur in diesen Geweben bewirken. Bei- 
spielhaft konnen hier knollenspezif ische Promotoren, wie Pata- 
tin Klasse I- (Ref. 26) und Proteinase Inhibitor II-Promotoren 
(Ref. 27) aufgeftthrt werden. Beide Promotoren zeigen unter be- 
stimmten Bedingungen ebenfalls Expression in Blattgewebe, d.h. 
konnen durch hohe Metabolitgehalte (wie z.B. Saccharose) und im 
Fall des Proteinase Inhibitor II-Promotors auch durch mecha- 
nische Verwundung oder Besprlihen mit Abscisin- bzw. Jasinons&ure 
induziert werden. 

Eine Verwendung gewebespezif ischer Promotoren kann auch dann 
angezeigt sein, wenn sich die ftir die Transformation einge- 
setzte erfindungsgemafle DNA-Sequenz bzw. deren Transkriptions- 
oder Translationsprodukte ftir bestimmte Pf lanzenteile als ab- 
trcLglich erweisen, z.B. durch negative Einwirkung auf den Meta- 
bolismus der entsprechenden Pf lanzenzellen. 

Als beispielhaftes Ziel-Glykoprotein kommt humane Glucocerebro- 
sidase zur Therapie der erblichen „Gaucher"-Krankheit (Ref. 25) 
in Frage. Zur Gewinnung von humaner Glucocerebrosidase (GC) mit 
einheitlichen und definierten Zuckerresten k6nnen beispielswei- 
se erfindungsgemafie mittels „antisense"-DNA transformierte 
Pflanzen mit dem Gen fUr humane Glucocerebrosidase transfor- 
miert werden. Dafttr wird die cDNA-Sequenz fttr humane Glucocere- 
brosidase (Ref. 38) mittels PCR unter Verwendung genspezifi- 
scher Primer am 3'-Ende so modifiziert, dafi das rekombinante 
Enzym eine Oterminale Sequenzverlangerung tragt, die einen Af- 
finitatsmarker (z.B. AWRHPQFGG, „Strep-tag xx ; Ref. 39) und gege- 
benenfalls auch eine Protease-Erkennungsstelle (z.B. IEGR) zwi- 
schen GnTI-Enzymabschnitt und Af f initatsmarker kodiert. Die so 
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veranderte GC-cDNA-Sequenz wird unter Verwendung eines starken 
xand ggf. gewebespezif ischen Promotors (z.B. ftir Kartoffel unter 
KontrolTe des knollenspezif ischen B33-Patatin-Promotors) in er- 
findungsgemafien Gntl-antisense-Pflanzen exprimiert, so dafi das 
in diesen Pflanzen synthetisierte Enzym ausschliefllich wohlde- 
finierte N-Glykane tragt. Der Af f initatsmarker soli die Anrei- 
cherung des rekombinanten Enzyms aus den transgenen Pflanzen 
erleichtern. In diesem Falle binden die' exprimierten Proteinmo- 
lekUle („GC-Strep"-Molekttle) tlber die Af f initatsmarkersequenz 
an eine Streptavidin-derivatisierte Matrix und kSnnen von die- 
ser mittels Biotin oder Biotinderivaten abgelost werden. Die 
Ablbsung von der Streptavidin-derivatisierten Matrix kann auch 
mittels katalytischer Mengen einer Protease erfolgen, die eine 
Spezifitat fUr die zwischen dem GnTI-Enzymabschnitt und dem Af- 
f initatsmarker befindliche Protease-Erkennungsstelle aufweist. 
In diesem Falle wird nur der GnTI-Enzymabschnitt von der Matrix 
abgeiast. Dies kann insbesondere in dem Falle von Vorteil sein, 
wenn die Aff initatsmarkersequenz eine nachteilige Wirkung auf 
die GnTI-Aktivitat austibt. 

Die Man 5 GlcNAc 2 -Glykane der aus den erf indungsgemaflen Pflanzen 
gewonnenen Glucocerebrosidase werden aufgrund ihrer terminalen 
Mannose-Reste von Makrophagen als Aufnahmesignal erkannt und 
konnen daher direkt zur Therapie der erblichen „Gaucher-Krank- 
heit w eingesetzt werden. Eine Therapie ist derzeit nur durch 
aufwendige Isolierung und Deglykosylierung nativer Glucocere- 
brosidase moglich (Ref. 25) . 

Die Herstellung rekombinanter Glykoproteine lafit sich dement- 
sprechend durch den Einsatz pflanzlicher Gntl-Sequenzen im Ver- 
gleich zu herkoramlichen Verfahren, 2^.B. der technisch aufwen- 
digen chemischen Deglykosylierung gereinigter Glykoproteine 
(Ref. 25) oder einer schwierigen und teuren Produktion in GnTT 
defizienten tierischen Zellinien (Ref. 7,10), stark vereinfa- 
chen. 
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Eriauterung der Figuren: 

Fig. IT: Sequenz der pf lanzenspezif ischen N-Glykan-Modif ika- 

tionen, denen sekretorische Glykoproteine bei Passage 
durch den Golgi-Apparat hGherer Pflanzen unterliegen 
(Ref . 28) . Der Biosyntheseblock zu „komplex"-modif i- 
zierten Glykanen beruht auf einem Defizit an GnTI- 
Aktivitat (hervorgeruf en entweder durch defektes oder 
fehlendes GnTI-Enzym oder durch effektive Drosselung 
der Gnt I-Genexpression) und ist durch ein Kreuz mar- 
kiert. Bedeutung der Symbole: (F) Fucose-Reste, (X) Xy- 

lose-Reste, (•) GlcNac-Reste, (□) Mannose-Reste. 

Fig. 2: Vollstandige cDNA-Sequenz einer pflanzlichen GnTI aus 
Kartoffel {Solanum tuberosum L.) und davon abgeleitete 
Aminosauresequenz. Exemplarisch ist die vollstandige 
cDNA der Gntl-Isoform mit Membrananker aus Kartoffel- 
blattgewebe (Al) dargestellt. Die EcoRI/Notl-Linker an 
den 5'- und 3'-Enden der cDNA sind durch Fettdruck her- 
vorgehoben, die Bindestellen der fUr die RT-PCR-Sonde 
verwendeten degenerierten Oligonukleotide sind unter- 
strichen. Im Gegensatz zu bereits publizierten tieri- 
schen GnTI-Sequenzen enthalt die abgeleitete Protein- 
sequenz der Kartoffel cDNA-Klone eine potentielle 
N-Glykosylierungsstelle: Asn-X(ohne Pro) -Ser/Thr, die 
mit einem Stern markiert ist. Die Region des Membran- 
ankers ist kursiv hervorgehoben (As 10 bis 29) . Der Be- 
ginn der mbglicherweise im Cytosol lokalisierten Iso- 
form (A8) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet . 

Fig. 3: A, Identit&ts- bzw. Ahnlichkeitsgrad der abgeleite.ten 

Aminosauresequenz einer vollstandigen Gn t I- cDNA- Sequenz 
aus Kartoffel (Al) im Vergleich mit anderen, aus Daten- 
banken ausgewahlten GnTI-Sequenzen tierischer Organis- 
men. Identische Aminos&urepositionen (in %) sind fett 
gedruckt, ahnliche Aminosaurepositionen stehen in Klam- 
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mern darunter. Bedeutung der KUrzel: Hu, Mensch; Ra, 
Ratte; Mo, Maus; Ce, Caenorhabditis elegans (Spulwurm) ; 
St, Solanum tuberosum (Kartoffel) . 

B r Vergleich der abgeleiteten Aminosauresequenzen ver- 
schiedener pflanzlicher Gntl-cDNA-Klone. A_Stb-Al, GnTI 
aus Kartoffelblatt; B_Ntb-A9, GnTI aus Tabakblatt (A9) ; 
C Atb-Full, GnTI aus Arabidopsis thaliana. Identische 
As sind schwarz, ahnliche As hellgrau markiert. 

Fig. 4: Klonierungsschema der verwendeten GntI-"antisense"-Kon- 
strukte. In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerregion 
des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref . 29) wur- 
de nach Auffttllen der Enden ein Notl-Linker eingefUhrt 
(= pA35N) und die vollstandige Al-Gntl-cDNA liber NotI 
in pA35N inseriert. Das entsprechende „antisense tx - 
Konstrukt (= pA35N-Alas) wurde ttber EcoRI und Hindlll 
in den binaren Vektor pBin!9 (Ref. 30) inseriert. Des 
weiteren wurde nach PCR-Amplif ikation ein ca. 270 Bp 
umfassendes 5' -Fragment der Al -Gnt J- cDNA Uber Xbal- und 
Notl-Schnittstellen in pA35N in „antisense"- 
Orientierung kloniert (= pA35N-Al-kurz) und ebenfalls 
in pBinl9 inseriert. AbkUrzungen: Zahlen in Klammem, 
Positionsangaben der Restriktionsschnittstellen in der 
Al-GntJ-cDNA (in Basenpaaren) ; pBSK, Klonierungsvektor 
(Stratagene) ; pGEM3Z, Klonierungsvektor ( Pr omega ) ; CaMV 
p35S, konstitutiver Blumenkohl-Mosaikvirus-35S-Promo- 
tor; OCSpA, Octopinsynthase-Polyadenylierungssignal; 
pNOS, Nopalinsynthase-Promotor; NEO, Neomycinphospho- 
transferase (Selektionsmarker, vermittelt Kanamycin- 
resistenz) ; NOSpA, Nopalinsynthase-Polyadenylierungs- 
signal; LB/RB, „left/right border" der T-DNA des bina- 
ren Vektors; Pfeil, Translationsstart (ATG) ; A8, Beginn 
der potentiell cytosolisch lokalisierten Gntl-Isof orm 
(7 As-Austausche im Vergleich zu Al) . 
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Fig. 5: Ausmafi der Suppression komplexer Glykoprotein-Modif ika- 
tion in transgenen Kartof f elpf lanzen, die mit dem lan- 
gen GntI-"antisense"-Konstrukt (vgl. Fig. 4) transfor- 
miert wurden. A, Coomassie-gef arbtes SDS-Gel von Blatt- 
extrakten; B, "Western-Blot" -Analyse (Ref. 13,33) von 
Parallelproben mit einem "complex-glycan f, -Antiserum 
(Ref. 12,13). Die Spuren enthalten je 30 ]iq Gesamtpro- 
tein: cgl (Ara) , Arabidopsis cgi-Mutante (Ref. 13); 
WT(Desi), Kartoffel Wildtyp; die Nummern bezeichnen 
einzelne transgene Kartof felpf lanzen, die Pfeile Mol- 
massenstandards von 66, 45, 36 und 29 kD. 

Fig. 6: Nachweis der Spezifitat des erzeugten GnT I -Anti serums 
nach Zellfraktionierung (Ref. 40) von Tabak-Kallusma- 
terial. Fiir die "Western Blot "-Analyse (Ref. 13, 33) 
wurden pro Spur je 30 \xg Protein aufgetragen. Das Anti- 
serum wurde in einer Verdilnnung von 1:1000 eingesetzt. 
Spur 1, Homogenat nach Abtrennung von ZelltrUmmern; 
Spur 2, Vesikel-Fraktion nach saulenchromatographie; 
Spur 3, Saccharose-Gradient-Fraktion I (Mikrosoraen) ; 
Spur 4, Saccharose-Gradient-Fraktion II (Plastiden) ; 
Spur 5, ftlr die Immunisierung verwendetes Antigen 
(rekombinantes GnTI-Fusionsprotein; Pfeil, Molmasse von 
ca. 49 kD. 

Eriauterung der im Text verwendeten Abkttrzungen: 

As, Aminosaure (n) ; Bp, Basenpaar (e) ; EMS, Ethylmethansulf onat 
(mutagene Chemikalie) ; F2, zweite Filialgeneration; Fuc, Fuco- 
se; Glc, Glucose; GlcNac, N-Acetylglucosamin; GnT I, N-Acetyl- 
glucosaminyltransferase I (EC 2.4.1.101); GntI, Gen ftlr GnT I 
(Kern-codiert) ; kD, Kilodalton; Man, Mannose; PCR, Polymerase- 
kettenreaktion; PAGE, Polyacrylamidgelelektrophorese; Ref., Re- 
ferenz; RT-PCR, Reverse Transkription gekoppelt mit Polymerase- 
kettenreaktion; SDS, Natriumdodecylsulfat; Var., Varietat; Xyl, 
Xylose . 
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Die Erfindung wird nun anhand von Beispielen eingehender erlau- 
tert. Die Beispiele werden lediglich zur Veranschaulichung der 
Erfindung aufgefUhrt und beschranken die Erfindung in keiner 
Weise- 

Bsp. 1: Isolierung und Charakterisierung von pflanzlichen Gntl- 
cDNA-Klonen. 

Aus Kartof fel- und Tabak-Blattgewebe wurde Gesamt-RNA isoliert 
und mittels RT-PCR in Kombination mit degenerierten Primern 
(Vorgehen analog zu Ref. 31), die von konservierten Aminosaure- 
bereichen bekannter GnTI-Sequenzen aus tierischen Organismen ab- 
geleitet wurden („sense"-Primer 1*, 5'-TG{CT) G{CT)I (AT)(GC)I 
GCI TGG (AC)A(CT) GA(CT) AA(CT)-3'; „antisense"-Primer 3*, 
5' -CCA ICC IT (AG) ICC (ACGT)G(CG) (AG) AA (AG)AA (AGJTC-3'; je 
30 pMol Primer pro 50 nl PCR-Ansatz bei 55°C „annealing w -Tempera- 
tur und 45 Zyklen) , cDNA-Fragmente von ca. 90 Bp amplif iziert . 
Nach Gelelution wurden die Enden der PCR-Produkte repariert 
(d.h. durch DNA-Polymerase I glatte Enden erzeugt und mit T4- 
Polynukleotid-Kinase phosphoryliert) und in die EcoRV-Schnitt- 
stelle von pBSK (Stratagene) kloniert. Die Identitat der abge- 
leiteten Aminosauresequenzen der Kartoffel und Tabak RT-PCR- 
Produkte konnte durch Vergleich mit bekannten GnTI-Sequenzen 
zwischen den Primern (Pfeile) als homolog bestatigt werden; 
=>Q(R/M) QFVQDP(D/Y)ALYRSc= (homologe As unterstrichen) . Von je 
einem der Klone wurden mittels PCR radioaktiv markierte Sonden 
synthetisiert (Standard-PCR-Ansatz mit degenerierten Primern wie 
oben, Nukleotidmischung ohne dCTP, dafttr mit 50 \iCi a- 32 P-dCTP 
[>3000 Ci/mMol] versetzt) und verschiedene cDNA-Banken mit. den 
entsprechenden homologen Kartoffel- bzw* Tabak-Sonden auf GntJ- 
haltige Klone durchgemustert (Vorgehen analog zu Ref. 31; 
„stringente" Hybridisierungsbedingungen wurden bereits oben im 
Text definiert) . Die cDNA-Banken wurden mit mRNA aus jungen, 
noch wachsenden Pf lanzenteilen („sink"-Gewebe) hergestellt. Nach 
cDNA-Syn these und Ligieren von EcoRI/Notl-Adaptoren (cDNA-Syn- 
these-Kit, Pharmacia) wurde mit EcoRI-kompatiblen Lambda-Armen 
ligiert, diese verpackt und damit E. coli XLl-Blue-Zellen trans- 
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fiziert (Lambda ZAPII Klonierungs- und Verpackungssystem, Stra- 
tagene) . Nach Amplification der Banken wurde je ein vollstandi- 
ger Gntl-Klon aus einer Kartof f elblatt~"sink w -Bank {Al gemafi 
Fig. 2 und SEQ ID NO: 1) und einer Tabakblatt-"sink"-Bank (A9 
gemaB SEQ ID NO: 3), sowie zwei weitere Klone aus einer Knollen- 
"sink"-Bank isoliert (A6,A8) . Die abgeleiteten GnTI-Aminos&ure- 
sequenzen enthalten im Gegensatz zu denen von Tieren eine poten- 
tielle N-Glykosylierungsstelle, Asn-X(ohne Pro) -Ser/Thr . Eine 
der GntJ-cDNA-Sequenzen aus Knollen tragt vor dem ersten Methio- 
nin Stop-Codons in alien drei Leserahmen (A8) . Der codierende 
Bereich ist zu dem l&ngeren Knollenklon (A6) stark homolog (nur 
2 As-Austausche) , tragt jedoch eine vollig andere 5'-untrans- 
latierte Region. Des weiteren fehlt der fUr das Golgi-Enzym cha- 
rakteristische Membrananker, so daA diese Gutl-Isoform im Cyto- 
sol lokalisiert sein kSnnte. Sequenzvergleiche wurden mithilfe 
der //gap"'- bzw. „pileup w - und „box"-Option des GCG-„sof tware"- 
Pakets (J Devereux, P Haeberli, O Smithies (1984) Nucl Acids Res 
12: 387-395) erstellt und zeigen, daii die abgeleiteten pflanzli- 
chen GnTI-Aminos&uresequenzen zu denen aus tierischen Organismen 
nur 30-40% Identitat und 57-59% Ahnlichkeit aufweisen (Fig. 3A) , 
untereinander aber hoch homolog sind (75-90% Identitat, Fig. 
3B) . 

Bei Arabidopsls thallana wurde analog vorgegangen, wobei 
zur Herstellung einer spezifischen Sonde zunachst eine 
GnTI-Teilsequenz durch RT-PCR mit GntI „sense v -Primer 4A 
( 5' -ATCGG AAAGCTTG GATCC CCA GTG GC (AG) GCT GTA GTT GTT ATG GCT 
TGC-3'; Hindlll-Schnittstelle unterstrichen, BamHI fett ge- 
druckt) und „antisense"-Primer 3*, wie vorstehend definiert, 
amplifiziert wurde. Aus einer Phagenbank (Lambda Uni-ZAP) wurde 
mit dieser Sonde zunachst ein 5 1 -unvollstandiger cDNA-Klon iso- 
liert. Durch Vektor-Insert-PCR wurde das fehlende 5'-Ende aus 
einer weiteren Bank amplifiziert und uber eine unique Spel- 
Schnittstelle im 5' -Bereich zu einer vollstandigen cDNA-Sequenz 
zusammengesetzt . Die durch Sequenzierung ermittelte Nukleinsau- 
resequenz ist in SEQ ID NO: 5 aufgefuhrt. 
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Bsp. 2: Funktionelle Komplementierung eines GnTI-Defekts mit 
GntJ-cDNA bei transienter Expression in Protoplasten 
der Arabidopsis thaliana cgl-Mutante. 
Ca. 4 Wochen nach Aussaat wurden Protoplasten aus Blattern ste- 
ril angezogener cgl -Mutanten ( „Nichtf £rber"-Pflanzen nach 5 
RUckkreuzungen, Ref. 13) isoliert und mit Expressionskonstruk- 
ten der vollstandigen Gntl-cDNA-Sequenzen (Notl-cDNA-Fragmente, 
vgl. Fig. 4) in „sense"- (pA35N-Als bzw. pA35N-A9s) Oder „anti- 
sense"-Orientierung (pA35N-Alas bzw. pA35N-A9as) transformiert 
und ftlr 96 Std. bei Raumtemperatur abgedunkelt kultiviert (je 
50 \iq Plasmid-DNA pro 1 Mio. Protoplasten, PEG-Methode nach 
Ref. 32) . AnschlieBende SDS-PAGE der Protoplastenextrakte und 
^Western Blot"-Analyse (analog zu Ref. 13,33) zeigte funktio- 
nelle Komplementierung des GnTI-Def ekts, d.h. „komplexe x * Glyko- 
sylierung zahlreicher Proteinbanden bei transienter Expression 
der Kartoffel Al- und Tabak A9-„sense"-, nicht aber der ent- 
sprechenden „antisense"-Konstrukte in Protoplasten der Arabi- 
dopsis cgi-Mutante {Daten nicht gezeigt) . 

Bsp. 3: Klonierung der binaren Expressionskonstrukte pBin-35- 

Alas und pBin-35-Al-kurz (vgl. Fig. 4) . 
In die Sall-Schnittstelle der Polylinkerregion (entspricht 
pUC18) des pflanzlichen Expressionsvektors pA35 (Ref. 29) wurde 
nach Auf fullen der Enden ein Notl-Linker eingefUhrt (pA35N) , 
und die vollstandige Al-Gntl-cDNA (Nukleotide 9 bis 1657, gemafi 
der cDNA in Fig. 2) Uber NotI in pA35N inseriert ( „sense"-Kon~ 
strukt pA35N-Als bzw. „antisense"-Konstrukt pA35N-Alas) . Die 
Expressionskassetten der „sense" bzw. „antisense"-Konstrukte 
wurden Uber die terminalen Schnittstellen (Ncol-Schnittstelle 
aufgefilllt, mit Hindlll partial nachverdaut) als ca. 2410 Bp- 
Fragment isoliert und in die EcoRI- (aufgeftillt) und Hindlll- 
Schnittstellen des binaren Vektors pBinl9 (Ref. 30) inseriert 
(« pBin-35-Als bzw. pBin-35-Alas) . Durch Fusion mit der eben- 
falls aufgefiillten Ncol-Schnittstelle des Fragments wird die 
EcoRI-Schnittstelle des Vektors regeneriert. Zusatzlich wurde 
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in einem S tandard- PGR- Ansa tz („sense"-Primer : KS-Sequenzprimer 
(Stratagene) , verlangert fttr PCR, 5'-GGC CCC CCC TCG AGG TCG 
ACG GTA TCG-3'; „anti sense "-Primer: 5' -GGGCC TCTAGA CTCGAG AGC 
(CT)AC TAC TCT TCC TTG CTG CTG GCT AAT CTT G-3' , Xbal-Schnitt- 
stelle unterstrichen, Xhol-Schnittstelle kursiv) bei 50°C 
„annealing"-Temperatur ein 5' -Fragment der Gnt I-cDNA amplifi- 
ziert (Nukleotide 9 bis 261, gemaB der cDNA in Fig. 2 und SEQ 
ID NO: 1) . Das PCR-Produkt wurde mit Xbal (im „antisense"- 
Primer) und NotI (im 5' -Linker der cDNA) verdaut, als ca. 
260 Bp-Fragment isoliert und in pA35N kloniert (= pA35N-Al- 
kurz) . Die Expressionskassette des kurzen „antisense"-Kon- 
strukts wurde als EcoRI/Hindlll-Fragment (ca. 1020 Bp) eben- 
falls in pBinl9 inseriert (= pBin-35-Al-kurz) . 

Bsp. 4: Transformation von Agrobakterien durch die binaren 

Gntl-Konstrukte und Regeneration von transgenen Kartof- 
fel- bzw. Tabakpflanzen aus infizierten Blattscheiben. 
Die binaren „antisense"-GntJ-Konstrukte (pBin-35-Alas bzw. 
pBin-35-Al-kurz) wurden in den Agrobakterien-Stamm GV2260 
transformiert (Ref. 34,35). Mit den rekombinanten Agrobakte- 
rienlinien wurden exemplarisch sterile Blattscheiben von Kar- 
tof felpf lanzen der Var. Desiree bzw. Tabakpflanzen der Var. 
Wisconsin 38 infiziert (50 nl einer frischen Obernachtkultur in 
10 ml fltlssigem 2MS-Medium: 2% Saccharose in Murashige & Skoog 
Salz/Vitamin-Standard-Medium, pH 5, 6; BlattstUckchen ohne Mit- 
telrippen; Cokultivierung 2 Tage dunkel in Pf lanzen-Klima- 
kammern) . Nach Waschen der infizierten BlattstUckchen in 2MS- 
Medium mit 250 jig/ml Claforan wurden aus diesen in Gewebekultur 
unter Kanamycin-Selektion transgene Pflanzen regeneriert (Kar- 
tof felprotokoll Ref. 26; Tabakprotokoll Ref. 36). und auf redu- 
zierte GnTI-Aktivitat getestet (exemplarisch in Fig. 5 fur 
transgene Kartof felpf lanzen gezeigt) . Wie aus Fig. 5 ersehen 
werden kann, war die "antisense"-Suppression komplexer Glyko- 
protein-Modif ikation in der transgenen Kartof felpf lanze #439 
erfolgreich. Die f estgestellte Drosselung der komplexen Glyko- 
protein-Modif ikation war in dieser Transformante uber den ge- 
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samten Untersuchungszeitraum von mehreren Monaten stabil und 
wurde in drei, jeweils im Abstand von ca. 1 Monat durchgefiihr- 
ten Tests bestatigt. Analoge Ergebnisse wurden fur die entspre- 
chenden transgenen Tabakpf lanzen erhalten. 

Bsp. 5: Gewinnung von rekombinantem Kartof f el-GnTI-Protein (zur 

Antikdrperproduktion) . 
Mit Hilfe des pET-Systems (Novagen) wurde rekombinante GnTI mit 
10 zus&tzlichen N-terminalen Histidin-Resten („His-tag") in 
E. coli erzeugt und durch Metall-Chelat-Af f init&tschromato- 
grafie gereinigt. Ein cDNA- Fragment, das die Nukleotide 275- 
1395 der Kartoffel GntJ-cDNA umfafit (entsp. As 75-446, Fig* 2 
bzw. SEQ ID NO: 1 und 2), wurde mittels Standard-PCR 
(„annealing"-Temperatur 50 6 C, 30 Zyklen, Ref. 31) amplifiziert 
(„sense"-Primer Gntl-5'fus: 5 f -CATGGATCC CTC GAG AAG CGT CAG 
GAC CAG GAG TGC CGG C-3' ; „antisense w -Primer Gntl-3'stop: 
5' -ATCCCG GGATCC G CTA CGT ATC TTC AAC TCC AAG TTG-3' ; Xhol- bzw. 
BamHI Schnittstellen unterstrichen, Stop-Codon kursiv) , und 
ttber die Restriktionsschnittstellen der synthetischen Primer 
(5' -XhoI-GntI-BamHI-3' ) in den Vektor pET16b (Novagen) inse- 
riert (= pET-His-Al) . Nach Vermehrung und Analyse in E. coli 
XLl-Blue (Stratagene) wurde das Konstrukt als Glycerinkultur 
archiviert. Zur Oberexpression wurden kompetente E. coli 
BL21 (DE3)pLysS-Zellen (Novagen) mit pET-His-Al transf ormiert . 

Zugabe von IPTG (Isopropyl-l-thio-f3-D-galaktopyranosid, ad 0,5-' 
2 mM) zu einer logarithmisch wachsenden BL21-Kultur induziert 
zunachst die Expression von (bakterienchromosomaler) T7-RNA- 
Polymerase und damit ebenfalls die Expression des rekombinanten 
Fusionsproteins, das in pET-Vektoren (Novagen) unter T7- 
Promotor-Kontrolle steht* Aus induzierten BL21 :pET-His-Al- 
Zeilen wurde rekombinante Kartof fel-GnTI mit „His-tag" unter 
denaturierenden Bedingungen (Hersteller-Protokoll, Novagen) 
mittels Metall-Chelat-Chromatographie an TALON-Matrix 
(Clontech) gereinigt und die PrSparation mittels SDS-PAGE auf 
Einheitlichkeit Uberpriift. 
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Bsp. 6: Erzeugung von polyklonalen Antikbrpern in Kaninchen. 

Rekombinante Kartof f el-GnTI (aus Bsp. 5) wurde als Antigen ver- 
wendet. Nach Entnahme von einigen Milliliters PrS-Immunserum 
wurde den Kaninchen in dreiwochigen Abstanden 300-500 jag affi- 

nitatsgereinigtes Protein zusammen roit 25 \xg GMDP-Adjuvans 
(Gerbu) subcutan injiziert. Nach drei Basis-Injektionen wurden 
die Tiere 12 bis 14 Tage nach der jeweiligen Folge-Injektion 
("Boost") aus der Ohrvene geblutet, das Serum gewonnen (Ref . 
37) und auf Erkennung rekoinbinanter GnTI in "Western Blot xx - 
Analysen (1:200 bis l:2000-Verdunnung) getestet. Das Antiserum 
der "Boosts" mit geringstem Hintergrund-zu-Signal-Verhaltnis 
wurde mit 0/04% Natriumazid versetzt, aliquotiert und bei +4°C 
bzw. langerfristig bei -20°C gelagert. Wie in Fig. 6 gezeigt, 
ergaben "Western Blot"-Analysen von Tabak-Kalluszellen (BY-2- 
Suspensionskultur) ein spezifisches GnTI-Signal in angereicher- 
ten Mikrosomenfraktionen, welches anzeigt, dafi die gegen das 
rekombinante Protein hergestellten Antiktirper pflanzliche GnTI 
spezifisch erkennen. Der Nachweis wurde mit angereicherten Mi- 
krosomenf raktionen (ER und Golgi-Vesikel) durchgeftlhrt, da 
GnTI-Protein, bedingt durch die geringen Mengen, in Pflanzen- 
Rohextrakten mit der verwendeten "Western-Blot" -Methode nicht 
nachzuweisen ist. 
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Patentansprtlche 

1. Verfahren zur Erzeugung von Glykoproteinen mit minimalen, 
einheitlichen und definierten Zuckerresten, umfassend das ZUch- 
ten einer transgenen Pflanze, von Teilen transgener Pflanzen 
Oder von trans formiert en Pf lanzenzellen und das Isolieren des 
gesuchten Glykoproteins aus dem gezUchteten Material 
dadurch gekennzeichnet, dafi die transgene Pflanze, die Teile 
transgener Pflanzen bzw. die trans formierten Pf lanzenzellen mit 
einem „antisense"-Konstrukt Oder einem „sense"-Konstrukt, urn- 
fassend eine „antisense"-DNA bzw. „sense"-DNA bezttglich der 
DNA-Sequenz eines Gens oder einer cDNA ftir pflanzliche N- 
Acetylglucosaminyltransferase I oder eines Teils davon, zur Be- 
seitigung oder Verringerung der N-Acetylglucosaminyltransf erase 
I-Aktivit&t in diesen transformiert ist bzw. sind, wobei das 
„antisense"- oder „sense"-Konstrukt gegebenenf alls zusatzlich 
regulatorische Sequenzen fUr die Transkription der entsprechen- 
den „antisense"- oder „sense"-DNA enthalt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB far 
die Transformation ein „antisense"- oder „sense"-Konstrukt be- 
ztiglich einer der cDNAs, die N-Acetylglucosaminyltransf erase I 
aus Solanum tuberosum, Nicotiana tabacum oder Arabldopsis tha- 
liana kodieren, verwendet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi fUr 
die Transformation ein „antisense"- oder „sense"-Konstrukt be- 
ztiglich einer der in den SEQ. ID. NO. 1, 3 oder 5 angegebenen 
DNA-Sequenzen verwendet wird. 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3,~ 

dadurch gekennzeichnet, dafi die eingesetzte transgene Pflanze 
zusatzlich mit dem das gesuchte Glykoprotein kodierenden Gen 
transformiert worden ist. 
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5. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie N-Acetylglucosaminyl- 
transf erase I aus Solarium tuberosum kodiert. 

6. DNA nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die in 
SEQ. ID. NO- 1 angegebene Nukleotidsequenz oder einen Teil da- 
von umfafit. 

7. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I aus Nicotiana tabacum kodiert. 

8. DNA nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die in 
SEQ. ID. NO. 3 angegebene Nukleotidsequenz oder einen Teil da- 
von umfafit. 

9. DNA, die N-Acetylglucosaminyl trans f erase I aus AraJbidopsis 
thaliana kodiert, dadurch gekennzeichnet, dafi die DNA die in 
SEQ. ID. NO. 6 angegebene Aminosauresequenz kodiert oder die in 
SEQ. ID. NO. 5 angegebene Nukleotidsequenz oder einen Teil da- 
von umfafit. 

10. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie die komplementare Nu- 
kleotidsequenz zu der DNA nach Anspruch 6, 8 oder 9 aufweist. 

11. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie durch Substitution, 
Deletion und/oder Insertion einzelner oder mehrerer Nukleotide 
und/oder VerkUrzung am 5'- und/oder 3' -Ende. einer der DNAs nach 
einem der Ansprttche 5 bis 10 erhalten werden kann mit der Mafi- 
gabe, dafi die DNA unter stringenten Bedingungen zumindest in 
einem Teilabschnitt mit der Ausgangs-DNA oder deren komplemen- 
t&rer Sequenz oder mit Teilen derselben hybridisiert . 

12. DNA, dadurch gekennzeichnet, dafi sie ein Gen darstellt oder 
Teil eines Gens ist, das das Enzym N-Acetylglucosaminyl- 
transferase I kodiert, und iiber ihre gesamte Lange hinweg oder 
in einem Teilabschnitt 

mit einer der DNA-Sequenzen oder -Fragmente nach einem der 
AnsprUche 5 bis 11 und/oder 
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mit einer DNA-Sequenz, die von den in den SEQ ID NO: 1, 
3 und/oder 5 angegebenen Aminosauresequenzen unter Beriick- 
sichtigung der Degeneration des genetischen Codes abgelei- 
tet worden ist, 
unter stringenten Bedingungen hybridisiert - 

13. DNA-Konstrukt, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es eine oder mehrere der DNAs gemafi 
einem der Ansprtiche 5 bis 14 umfafit. 

14. DNA-Konstrukt nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, dafi es eine „antisense"- oder w sense w - 
DNA beztlglich der DNA-Sequenz nach einem der Ansprtiche 5 bis 12 
und ggf . regulatorische Sequenzen fiir die Trans kription der 
„antisense"- bzw. „sense"-DNA umfafit. 

15. Vektor, Plasmid, Cosmid, Viren- oder Phagengenom, 
dadurch gekennzeichnet, dafi er oder es zumindest eine DNA 
und/oder ein Konstrukt nach einem der Ansprtiche 5 bis 14 um- 
fafit. 

16. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Solanum tuberosum. 

17. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Nicotiana tabacum. 

18. N-Acetylglucosaminyltransf erase I aus Arabidopsis thaliana, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Enzym die in SEQ ID NO: 6 ange- 
gebene Aminosauresequenz umfafit. 

19. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet/ 
dafi das Enzym die in SEQ ID NO: 2 angegebene Aminosauresequenz 
umfafit. 

20. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet, 
dafi das Enzym die Aminosauren 74 bis 446 der in SEQ ID NO: 2 
angegebenen Aminosauresequenz umfafit. 
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21. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Enzym die in SEQ ID NO: 4 angegebene Aminosauresequenz 
umfaBt. 

22. N-Acetylglucosaminyltransf erase I, zuganglich aufgrund der 
Hybridisierung ihres Gen Oder eines oder mehrerer Abschnitte 
ihres Gens mit einer oder mehreren der DNAs und/oder DNA- 
Fragmente gemaB einem der Ansprttche 5 bis 12. 

23. Von den Enzymen gemaB einem der AnsprUche 16 bis 22 durch 
Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modification einzel- 
ner Aminosauren und/oder kleinerer Gruppen von Aminosauren 
und/oder durch N- und/oder C-terminale VerkUrzung und/oder Ver- 
langerung abgeleitete Enzyme oder Proteine. 

24. Protein oder Peptid, umfassend einen oder mehrere Abschnit- 
te der Aminosauresequenz (en) eines oder mehrerer der in einem 
der Ansprtlche 16 bis 23 definierten Enzyme. 

25. Protein oder Peptid, welches durch eine der DNAs nach einem 
der AnsprUche 5 bis 12 kodiert wird. 

26. Antigen, dadurch gekennzeichnet, daft es 

die in SEQ ID NO: 2, SEQ ID N0:4 oder SEQ ID NO: 6 angege- 
bene Aminosauresequenz oder 

die Aminosauren 74 bis 446 der in Fig. 2 angegebenen Ami- 
nosauresequenz oder 

eine durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Mo- 
difikation einzelner Aminosauren und/oder kleinerer Grup- 
pen von Aminosauren von den in SEQ ID NO: 2, 4 oder 6 an- 
gegebenen Aminosauresequenzen abgeleitete Aminosaurese- 
quenz oder 

einen Teil oder mehrere Teile dieser Sequenzen 
umfaBt mit der MaBgabe, daB das Antigen bei Immunisierung eines 
Wirtes mit diesem zur Bildung einer immunologischen Reaktion 
einschlieBlich der Erzeugung von gegen das Antigen gerichteten 
Antikorpern fUhrt. 
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21. Monoklonaler oder polyklonaler Antikorper, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi er spezifisch eines oder mehrere der Enzyme oder 
Antigene nach einem der Ansprttche 16 bis 26 erkennt und dieses 
oder diese bindet. 

28. Mikroorganismus, 

dadurch gekennzeichnet, dafi er durch mihdestens eine der Nukleo- 
tidsequenzen, ausgewahlt aus den DNAs, Konstrukten, Vektoren, 
Plasmiden, Cosmiden, Viren- oder Phagengenomen gem&J3 einem oder 
mehreren der AnsprUche 5 bis 15 trans formiert ist. 

29. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder trans formierte 
Pflanzenzelle, erhaltlich durch Integration einer oder mehrerer 
DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der Anspriiche 5 
bis 13 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promoters in 
das Genom einer Pflanze oder durch Infektion durch ein eine 
oder mehrere DNA-Sequenz (en) oder Konstrukt(e) nach einem der 
Ansprtiche 5 bis 13 enthaltendes Virus fttr eine extrachromosoma- 
le Propagation und Expression der DNA-Sequenz (en) oder des Kon- 
strukts/der Konstrukte in infiziertem Pf lanzengewebe . 

30. Transgene Pflanze, transgener Samen, transgenes Vermeh- 
rungsmaterial, Teile transgener Pflanzen oder trans formierte 
Pflanzenzelle mit fehlender oder verminderter N-Acetylglu- 
cosaminyltransferase I-Aktivitat, erhaltlich durch Integration 
eines oder mehrerer „antisense"- oder „sense"-Konstrukt (e) nach 
Anspruch 14 unter Kontrolle eines in Pflanzen wirksamen Promo- 
tors in das Genom einer Pflanze oder durch virale Infektion 
durch ein ein oder mehrere „antisense"- bzw. „sense"-Kon- 
strukt(e) nach Anspruch 14 enthaltendes Virus fur eine extra- 
chromosomale Propagation und Transkription von dem oder den 
„antisense"-Konstrukt (en) oder von dem oder den „sense u - 
Konstrukt (en) in infiziertem Pf lanzengewebe. 
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Al GntI cDNA 



GAATTCGCOO CCOCCTGAGA AACCCTCGAA TTCAATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 55 

Met 
1 

AGA GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 103 
Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 

GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG AC A CAG TCA 151 
Ala Leu Ala Phe lie Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 
20 * 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 199 
Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His Cys 
35 40 45 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 247 
Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Lys He Ser Gin Gin Gin Gly 
50 55 60 65 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 295 
Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 
70 t 75 80 

CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 343 
Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He Lys 
85 9° 95 

AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 391 
Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 
100 105 HO 

GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 439 
Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He Leu 
115 120 125 

AAA TAC CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 487 
Lvs Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin 
!30 135 140 145 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 535 
Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 160 

CTC ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 583 
Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 
165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 631 
Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp 
180 185 190 



GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 679 
Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He He 
195 200 * 205 

CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 727 
Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
210 215 220 225 
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Figur 2 (Fortsetzung) 



775 



GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCI ATT TCT 
Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie Ser 
230 235 240 

TCT TCG AAT r*AC A AT GG A CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 823 
Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA r.ar ttt TTT cct CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 871 

Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 967 
Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe lie Arg 
290 ~ 295 * 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 1063 
Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp Val 
325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 • 350 

TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 1159 
Tvr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 1207 
Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 385 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 1255 
He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin Phe 
390 395 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 1303 
Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 1351 
Glv He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 ~ 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 1393 
Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr End 
435 440 445 

CGAAGATATG ATTGGAGCCT GAGCAACAAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT ACATTTGAAA 1453 

GAGCTGACAC GAAAAGTATG ACT AC C AGT A GCTACATGCA ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT GGAATGGATG AATCATCACC ACATCCTATT ATTCAAGTTT 1573 

ACAAACATAA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAACAAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 1633 

GTTACGATTA TGAGCAACTT TGGCGGCCGC GAATTC 1669 
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SEQUENZPROTOKOLL 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: von Schaewen, Antje, Dr. rer. nat. 

(B) STRASSE: Natruperstrasse 169a 

(C) ORT: Osnabrtick 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 49076 

(G) TELEFON: 0541-684029 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Herstellung von 

Glykoproteinen in Pflanzen mit verminderter oder 
fehlender N-Acetylglucosaminyltransf erase I (GnTI) - 
Aktivitaet unter Verwendung pflan2licher gntl- 
Sequenzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSS YSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 1669 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHET I S CH : NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRUNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Solanum tuberosum 

(B) STAMM: Desiree 

(D) ENTWICKLUNGS STADIUM: "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP : Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II (EcoRI) 

(B) CLON(E) : gntl-Al (K) 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: misc feature 
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(B) LAGE: 659. .667 

(D) SONSTJGE ANGABEN: / function= "Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungss telle" 
/product^ "Konsensus Sequenz fuer 
N- Gtyko sylierung" 
/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaften" 

/standard_name= "N-Glykosylierungsstelle" 
/label= pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : CDS 

(B) LAGE:53..1393 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experiraentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 53 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret. Glykoproteinen" 
/EC_number= 2,4.1.101 
/product* 5 

"beta-l, 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase I" 

/evidence= EXPERIMENTAL 

/gene= "cgl" 

/ s tandard_name= " gnt I " 

/label= ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Kartoffel 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLUS SEL : 5 f UTR 

(B) LAGE:15..52 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLt)S SEL: 3'UTR 

(B) LAGE: 1394. .1655 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLOS SEL: CDS 

(B) LAGE:80..139 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "Membrananker 
(Aminosauren 10-29) " 

/product^ "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi-Proteins" 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identifiziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : misc_feature 

(B) LAGE 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function= "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/products "EcoRI /No tl-cDNA- Adaptor" 
/number 3 1 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLtlSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE:1656. .1669 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product^ "EcoRI/Notl-Adaptor" 
/number= 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

GAATTCGCGG CCGCCTGAGA AACCCTCGAA TTCAATTTCG CATTTGGCAG AG ATG 55 

Met 
1 

AGA GGG AAC AAG TTT TGC TTT GAT TTA CGG TAC CTT CTC GTC GTG GCT 103 
Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val Ala 
5 10 15 

GCT CTC GCC TTC ATC TAC ATA CAG ATG CGG CTT TTC GCG ACA CAG TCA 151 
Ala- Leu Ala Phe lie Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin Ser 
20 25 30 

GAA TAT GTA GAC CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA AAT CAT TGT 199 
Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His Cys 
35 40 45 

ACA AGT CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC AAG ATT AGC CAG CAG CAA GGA 247 
Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin Gly 
50 55 60 65 

AGA GTA GTA GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CAT CAG GAC CAG GAG TGC 295 
Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu Cys 
70 75 80 

CGG CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG GGC ATA AAA 343 
Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He Lys 
85 90 95 

AAG TTA ATC GGA GAT GTG CAG ATG CCA GTG GCA GCT GTA GTT GTT ATG 391 
Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met 
100 105 110 

GCT TGC AGT CGT ACT GAC TAC CTG GAG AGG ACT ATT AAA TCC ATC TTA 439 
Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He Leu 
115 120 125 

AAA TAC CAA ACA TCT GTT GCA TCA AAA TAT CCT CTT TTC ATA TCC CAG 487 
Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin 
130 135 140 145 

GAT GGA TCA AAT CCT GAT GTA AGA AAG CTT GCT TTG AGC TAT GGT CAG 535 
Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly Gin 
150 155 160 

CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TAT GAA CCT GTG CAT ACT GAA AGA 583 
Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu Arg 
165 170 175 

CCA GGG GAA CTG GTT GCA TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAT TAC AAG TGG 631 
Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp 
180 185 190 

GCA TTG GAT CAG CTG TTT CAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT GTT ATC ATA 679 
Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He He 
195 200 205 
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CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCT GCT GAT TTT TTT GAC TAT TTT GAG 727 
Leu Glu Asp Asp Met Glu lie Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu 
210 215 220 225 

GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG GCT ATT TCT 775 
Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met Ala lie Ser 
230 235 240 

TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA AGG CAG TTC GTC CAA GAT CCT GAT GCT 823 
Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp Ala 
245 250 255 

CTT TAC CGC TCA GAC TTT TTT CCT GGT CTT GGA TGG ATG CTT TCA AAA 871 
Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser Lys 
260 265 270 

TCA ACT TGG TCC GAA CTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT TAC TGG GAT 919 
Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp 
275 280 285 

GAC TGG CTA AGG CTG AAA GAA AAT CAC AGA GGT CGA CAA TTT ATT CGC 967 
Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe lie Arg 
290 295 300 305 

CCA GAA GTT TGC AGA ACG TAC AAT TTT GGT GAG CAT GGT TCT AGT TTG 1015 
Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu 
310 315 320 

GGG CAG TTT TTT AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAG CTA AAT GAT GTC 1063 
Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu Asn Asp Val 
325 330 335 

CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTA AGT TAC CTT TTG GAG GAC AAC 1111 
Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp Asn 
340 345 350 

TAT GTG AAA CAC TTT GGC GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG CCC ATC CAC 1159 
Tyr. Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro lie His 
355 360 365 

GGA GCT GAT GCT GTT TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT GAT GTG CGT 1207 
Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly Asp Val Arg 
370 375 380 385 

ATT CAG TAC AGA GAC CAA CTA GAC TTT GAA GAT ATC GCT CGA CAG TTT 1255 
lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp lie Ala Arg Gin Phe 
390 395 * 400 

GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGG GCA GCA TAT AAA 1303 
Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr Lys 
405 410 415 

GGG ATA GTA GTT TTC CGG TTT CAA ACA TCT AGA CGT GTG TTC CTT GTT 1351 
Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu Val 
420 425 430 

TCC CCT GAT TCT CTT CGA CAA CTT GGA GTT GAA GAT ACT TAG 1393 
Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

CGAAGATATG ATTGGAGCCT GAGCAACAAT TTAGACTTAT TTGGTAGGAT ACATTTGAAA 1453 

GAGCTGACAC GAAAAGTATG ACTACCAGTA GCTACATGCA ACATTTTAAT GTTAATGGAA 1513 

GGAACCCACT GCTTATTGTT GGAATGGATG AAT CAT CAC C ACATCCTATT ATTCAAGTTT 1573 
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ACAAACATAA AGAGGAAATG TTGCCCTATA AAAACAAATT TTTTGTTTCT AAGAAGGAAC 1633 



(2) ANGABEN ZU SEQ. ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) IANGE: 447 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Phe Asp Leu Arg Tyr Leu Leu Val Val 
1 5 10 15 

Ala Ala Leu Ala Phe lie Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Val Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Lys He Ser Gin Gin Gin 
50 55 60 

Gly Arg Val Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys His Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 
85 90 95 

Lys Lys Leu He Gly Asp Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 

Met Ala Cys Ser Arg Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Thr He Lys Ser He 
115 120 125 

Leu Lys Tyr Gin Thr Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser Asn Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Gly 
145 " 150 155 160 

Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Tyr Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 

Arg Pro Gly Glu Leu Val Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe His Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Ala Asp Phe Phe Asp Tyr Phe 
210 ** 215 220 

Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Arg Gin Phe Val Gin Asp Pro Asp 



GTTACGATTA TGAGCAACTT TGGCGGCCGC GAATTC 



1669 



245 



250 



255 
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Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lys Ser Thr Trp Ser Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met. Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asp He Ala Arg Gin 
385 ~ 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Phe Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Ser Pro Asp Ser Leu Arg Gin Leu Gly Val Glu Asp Thr * 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1737 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM: Doppelstrang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA ZU mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URS PRUNGL I CHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Nicotiana tabacum 

(B) STAMM: Samsun NN 

(D) ENTW I CKLUNGS STADIUM : "sink" Organ 

(F) GEWEBETYP: Mesophyll 

(G) ZELLTYP: Blattzellen 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda ZAP II -(EcoRI) 

(B) CLON(E): gntI-A9(T) 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUS S EL : misc_f ea-ture 

(B) LAGE: 733. .741 

(D) SONSTIGE ANGABEN: / function= "Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungsstelle" 
/product- "Konsensus Sequenz fiir 
N-Glykosylierung" 
/phenotype= "N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaften" 

/standardjiame* 5 "N-Glykosylierungsstelle" 
/labels pot-CHO 

/note= "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLtJSSEL : CDS 

(B) LAGE: 127. .1467 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /codon_start= 127 

/function= "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret . Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/product^ 

"beta-1, 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase I" 
/evidence= EXPERIMENTAL 
/gene= "cgl n 
/standardjiame^ "gntl" 
/label= ORF 

/note= "erste gntl-Sequenz aus Tabak 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE:15..126 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / S CHLt)S SEL : 3'UTR 

(B) LAGE: 1468. .1723 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME /SCHLUS SEL: CDS 

(B) LAGE:154. .213 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / f unction= "Membrananker 
(Aminosauren 10-29)" 

/product^ "hydrophober Aminosaurebereich in 
GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi-Proteins " 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL : misc_f eature 

(B) LAGE: 1 . . 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN : / function- "zur Herstellung der 
cDNA-Bank in Lambda ZAP II" 
/product= "EcoRI/Notl-cDNA-Adaptor" 
/number= 1 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL : raisc_f eature 

(B) LAGE: 1724. .17.37 

(D) SONST1GE ANGABEN: /product= "EcoRI/Notl-Adaptor" 
/ number = 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

GAATTCGCGG CCGCCATTGA CTTGATCCTA ACTGAACAGG CAAAGTAAAT CCAGCGATGA 60 

AACACTCATA ACTGAACACT GAGAGACTAT TCGCTTTCTC CTAAAGCCTT CAATCGAATT 120 

CGCACG ATG AGA GGG AAC AAG TTT TGC TGT GAT TTC CGG TAC CTC CTC 168 
Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu 
450 455 460 

ATC TTG GCT GCT GTC GCC TTC ATC TAC AGA CAG ATG CGG CTT TTT GCG 216 
He Leu Ala Ala Val Ala Phe He Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala 
465 470 475 

ACA CAG TCA GAA TAT GCA GAT CGC CTT GCT GCT GCA ATT GAA GCA GAA 264 
Thr Gin Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu 
480 485 490 

AAT CAT TGT ACA AGC CAG ACC AGA TTG CTT ATT GAC CAG ATT AGC CTG 312 
Asn His Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu lie Asp Gin He Ser Leu 
495 500 505 

CAG CAA GGA AGA ATA GTT GCT CTT GAA GAA CAA ATG AAG CGT CAG GAC 360 
Gin Gin Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp 
510 515 520 525 

CAG GAG TGC CGA CAA TTA AGG GCT CTT GTT CAG GAT CTT GAA AGT AAG 408 
Gin Glu Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys 
530 535 540 

GGC ATA AAA AAG TTG ATC GGA AAT GTA CAG ATG CCA GTG GCT GCT GTA 456 
Gly He Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
545 550 555 

GTT GTT ATG GCT TGC AAT CGG GCT GAT TAC CTG GAA AAG ACT ATT AAA 504 
Val Val Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys 
560 565 57Q 

TCC ATC TTA AAA TAC CAA ATA TCT GTT GCG TCA AAA TAT CCT CTT TTC 552 
Ser He Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
575 580 585 

ATA TCC CAG GAT GGA TCA CAT CCT GAT GTC AGG AAG CTT GCT TTG AGC 600 
He Ser Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser 
590 595 600 605 

TAT GAT CAG CTG ACG TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCT GTG CAT 648 
Tyr Asp Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His 
610 615 620 

ACT GAA AGA CCA GGG GAG CTG ATT GCA TAC TAC AAA ATT GCA CGT CAT 696 
Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His 
625 630 635 
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TAC AAG TGG GCA TTG GAT CAG CTG TTT TAC AAG CAT AAT TTT AGC CGT 744 
Tyr Lys Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg 
640 645 650 

GTT ATC ATA CTA GAA GAT GAT ATG GAA ATT GCC CCT GAT TTT TTT GAC 792 
Val lie lie Leu Glu Asp Asp Met Glu lie Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
655 660 665 

TTT TTT GAG GCT GGA GCT ACT CTT CTT GAC AGA GAC AAG TCG ATT ATG 840 
Phe Phe Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser lie Met 
670 675 680 685 

GCT ATT TCT TCT TGG AAT GAC AAT GGA CAA ATG CAG TTT GTC CAA GAT 888 
Ala lie Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp 
690 695 700 

CCT TAT GCT CTT TAC CGC TCA GAT TTT TTT CCC GGT CTT GGA TGG ATG 936 
Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
705 710 715 

CTT TCA AAA TCT ACT TGG GAC GAA TTA TCT CCA AAG TGG CCA AAG GCT 984 
Leu Ser Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
720 725 730 

TAC TGG GAC GAC TGG CTA AGA CTC AAA GAG AAT CAC AGA GGT CGA CAA 1032 
Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin 
735 740 74S 

TTT ATT CGC CCA GAA GTT TGC AGA ACA TAT AAT TTT GGT GAG CAT GGT 1080 
Phe lie Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
750 755 760 765 

TCT AGT TTG GGG CAG TTT TTC AAG CAG TAT CTT GAG CCA ATT AAA CTA 1128 
Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro lie Lys Leu 
770 775 780 

AAT GAT GTC CAG GTT GAT TGG AAG TCA ATG GAC CTT AGT TAC CTT TTG 1176 
Asn Asp Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu 
785 790 795 

GAG GAC AAT TAC GTG AAA CAC TTT GGT GAC TTG GTT AAA AAG GCT AAG 1224 
Glu Asp Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys 
800 805 810 

CCC ATC CAT GGA GCT GAT GCT GTC TTG AAA GCA TTT AAC ATA GAT GGT 1272 
Pro lie His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn lie Asp Gly 
815 " 820 825 

GAT GTG CGT ATT CAG TAC AGA GAT CAA CTA GAC TTT GAA AAT ATC GCA 1320 
Asp Val Arg lie Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn lie Ala 
830 835 840 845 

CGG CAA TTT GGC ATT TTT GAA GAA TGG AAG GAT GGT GTA CCA CGT GCA 1368 
Arg Gin Phe Gly lie Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala 
850 855 860 

GCA TAT AAA GGA ATA GTA GTT TTC CGG TAC CAA ACG TCC AGA CGT GTA 1416 
Ala Tyr Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val 
865 870 875 

TTC CTT GTT GGC CAT GAT TCG CTT CAA CAA CTC GGA ATT GAA GAT ACT 1464 
Phe Leu Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr 
880 885 890 

TAA CAAAGATATG ATTGCAGGAG CCCGGGCAAA ATTTTTGACT TATTGGGTAG 1517 
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GATGCATCGA GCTGACACTA AACCATGATT TTACCAGTTA CATACAACGT TTTAATGTTA 1577 

TACGGAGGAG CTCACTGTTC TAGTGTTGAA GGGATATCGG CTTCTTAGTA TTGGATGAAT 1637 

CATCAACACA ACCTATTATT TTAAGTGTTC AGAACATAAA GAGGAAATGT AGCCCTGTAA 1697 

AGACTATACA TGGGACCATC ATAATCGCGG CCGCGAATTC 1737 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 447 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

Met Arg Gly Asn Lys Phe Cys Cys Asp Phe Arg Tyr Leu Leu He Leu 
15 10 15 

Ala Ala Val Ala Phe lie Tyr Thr Gin Met Arg Leu Phe Ala Thr Gin 
20 25 30 

Ser Glu Tyr Ala Asp Arg Leu Ala Ala Ala He Glu Ala Glu Asn His 
35 40 45 

Cys Thr Ser Gin Thr Arg Leu Leu He Asp Gin He Ser Leu Gin Gin 
50 55 60 

Gly Arg He Val Ala Leu Glu Glu Gin Met Lys Arg Gin Asp Gin Glu 
65 70 75 80 

Cys Arg Gin Leu Arg Ala Leu Val Gin Asp Leu Glu Ser Lys Gly He 
85 90 95 

Lys Lys Leu He Gly Asn Val Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val 
100 105 110 

Met Ala Cys Asn Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Lys Thr He Lys Ser He 
US 120 125 

Leu Lys Tyr Gin He Ser Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser 
130 135 140 

Gin Asp Gly Ser His Pro Asp Val Arg Lys Leu Ala Leu Ser Tyr Asp 
145 150 155 160 

Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val His Thr Glu 
165 170 175 

Arg Pro Gly Glu Leu He Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys 
180 185 190 

Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Asn Phe Ser Arg Val He 
195 200 205 

He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Phe Phe 
210 215 220 
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Glu Ala Gly Ala Thr Leu Leu Asp Arg Asp Lys Ser He Met Ala He 
225 230 235 240 

Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Met Gin Phe Val Gin Asp Pro Tyr 
245 250 255 

Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Ser 
260 265 270 

Lys Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp 
275 280 285 

Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Arg Gly Arg Gin Phe He 
290 295 300 

Arg Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser 
305 310 315 320 

Leu Gly Gin Phe Phe Lys Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu Asn Asp 
325 330 335 

Val Gin Val Asp Trp Lys Ser Met Asp Leu Ser Tyr Leu Leu Glu Asp 
340 345 350 

Asn Tyr Val Lys His Phe Gly Asp Leu Val Lys Lys Ala Lys Pro He 
355 360 365 

His Gly Ala Asp Ala Val Leu Lys Ala Phe Asn He Asp Gly Asp Val 
370 375 380 

Arg He Gin Tyr Arg Asp Gin Leu Asp Phe Glu Asn He Ala Arg Gin 
385 * 390 395 400 

Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Ala Ala Tyr 
405 410 415 

Lys Gly He Val Val Phe Arg Tyr Gin Thr Ser Arg Arg Val Phe Leu 
420 425 430 

Val Gly His Asp Ser Leu Gin Gin Leu Gly He Glu Asp Thr * 
435 440 445 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 1854 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA zu mRNA 
(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
(iv) ANTISENSE: NEIN 

(vi) URSPRtJNLICHE HERKUNFT: 

(A) ORGANISMUS: Arabidopsis thaliana. 

(B) STAMM: Columbia 

(D) ENTWICKLUNGSSTADIUM: reife Pflanzen 
(F) GEWEBETYP: alle Gewebe 
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(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 

(A) BIBLIOTHEK: Lambda Uni-ZAP (EcoRI/XhoI) und 

Lambda ACT (Xhol) 

(B) CLON(E): pBSK-Ara-Gntl-full #8 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_f eature 

(B) LAGE: 1185. ,1193 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /f unction= ,f Asn-Codon ist eine 
potentielle Glykosylierungsstelle" 
/product= "Konsensus Sequen2 fuer 
N-Glykosy 1 ierung" 
/phenotype«= W N-Glykane modulieren 
Proteineigenschaften" 

/ s t andar d_name* n N-G lyko sy 1 i erungs s t el 1 e M 
/label= pot-CHO 

/note- "fehlt in tierischen GnTI-Sequenzen" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 135. .1469 

(C) ART DER ERMITTLUNG: experimentell 

(D) SONSTIGE ANGABEN: / codon_start= 135 

/function* "initiiert komplexe N-Glykane auf 
sekret. Glykoproteinen" 
/EC_number= 2.4.1.101 
/product* 

M beta-l , 2-N-Acetylglucosaminyltransf erase I" 
/evidence= EXPERIMENTAL 
/gene= "cgl" 
/standard_name= "gntl ,f 
/label* ORF 

/note* "erste gntl-Sequenz aus Arabidopsis 
(unpubliziert) " 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLOSSEL: 5'UTR 

(B) LAGE: 19.. 134 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLttSSEL: 3"UTR 

(B) LAGE: 1470. .1848 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE: 157 • * 215 

(D) SONSTIGE ANGABEN: /function* "Membrananker 
(Aminosauren 8-27) w 

/product^ "hydrophober Aminosaurebereich in 

GnTI" 

/standard_name= "Membrananker eines Typ II 
Golgi-Proteins" 

/note= "durch Vergleich mit tierischen GnTI- 
Sequenzen identif iziert" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE: 1.. 18 
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(D) SONSTIGE ANGABEN:/function= "zur Herstellung 
einer cDNA-Bibliothek in Lambda ACT" 
/product^ "XhoI-cDNA-Adaptor" 
/nuraber= 1 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME / SCHLUSSEL : misc_feature 

(B) LAGE: 1849. .1854 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "XhoI-cDNA-Adaptor" 
/number» 2 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 

CTCGAGGCCA CGAAGGCCAC CGTTTTTGTT ATAACGAACG ACACCGTTTC AAACAACTTC 60 

CTTATTAGCT AGCTCCCTCC CGGCGGCAAA CACCAGAAGA TCCACCGCTT TTGATCTGGT 120 

TGTTTGTCGT CGAT ATG GCG AGG ATC TCG TGT GAC TTG AGA TTT CTT CTC 170 
Met Ala Arg lie Ser Cys Asp Leu Arg Phe Leu Leu 
15 10 

ATC CCG GCA GCT TTC ATG TTC ATC TAC ATC CAG ATG AGG CTT TTC CAG 218 
lie Pro Ala Ala Phe Met Phe lie Tyr lie Gin Met Arg Leu Phe Gin 
15 20 25 

ACG CAA TCA CAG TAT GCA GAT CGC CTC AGT TCC GCT ATC GAA TCT GAG 266 
Thr Gin Ser Gin Tyr Ala Asp Arg Leu Ser Ser Ala lie Glu Ser Glu 
30 35 40 

AAC CAT TGC ACT AGT CAA ATG CGA GGC CTC ATA GAT GAA GTT AGC ATC 314 
Asn His Cys Thr Ser Gin Met Arg Gly Leu lie Asp Glu Val Ser lie 
45 50 55 60 

AAA CAG TCG CGG ATT GTT GCC CTC GAA GAT ATG AAG AAC CGC CAG GAC 362 
Lys Gin Ser Arg lie Val Ala Leu Glu Asp Met Lys Asn Arg Gin Asp 
65 70 75 

GAA GAA CTT GTG CAG CTT AAG GAT CTA ATC CAG ACG TTT GAA AAA AAA 410 
Glu Glu Leu Val Gin Leu Lys Asp Leu lie Gin Thr Phe Glu Lys Lys 
80 85 90 

GGA ATA GCA AAA CTC ACT CAA GGT GGA CAG ATG CCT GTG GCT GCT GTA 458 
Gly He Ala Lys Leu Thr Gin Gly Gly Gin Met Pro Val Ala Ala Val 
95 100 105 

GTG GTT ATG GCC TGC AGT CGT GCA GAC TAT CTT GAA AGG ACT GTT AAA 506 
Val Val Met Ala Cys Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys 
HO 115 120 

TCA GTT TTA ACA TAT CAA ACT CCC GTT GCT TCA AAA TAT CCT CTA TTT 554 
Ser Val Leu Thr Tyr Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe 
125 130 135 140 

ATA TCT CAG GAT GGA TCT GAT CAA GCT GTC AAG AGC AAG TCA TTG AGC 602 
lie Ser Gin Asp Gly Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser 
145 150 155 
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TAT AAT CAA TTA ACA TAT ATG CAG CAC TTG GAT TTT GAA CCA GTG GTC 650 
Tyr A8n Gin Leu Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val 
160 165 170 

ACT GAA AGG- CCT GGT GAA CTG ACT GCG TAC TAC AAG ATT GCA CGT CAC 698 
Thr Glu Arg Pro Gly Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys lie Ala Arg His 
175 180 185 

TAC AAG TGG GCA CTG GAC CAG TTG TTT TAC AAA CAC AAA TTT AGT CGA 746 
Tyr Lys Trp Ala Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg 
190 195 200 

GTG ATT ATA CTA GAA GAC GAT ATG GAA ATT GCT CCA GAC TTC TTT GAT 794 
Val He He Leu Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp 
205 210 215 220 

TAC TTT GAG GCT GCA GCT AGT CTC ATG GAT AGG GAT AAA ACC ATT ATG 842 
Tyr Phe Glu Ala Ala Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met 
225 230 235 

GCT GCT TCA TCA TGG AAT GAT AAT GGA CAG AAG CAG TTT GTG CAT GAT 890 
Ala Ala Ser Ser Trp Asn Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp 
240 245 250 

CCC TAT GCG CTA TAC CGA TCA GAT TTT TTT CCT GGC CTT GGG TGG ATG 938 
Pro Tyr Ala Leu Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met 
255 260 265 

CTC AAG AGA TCG ACT TGG GAT GAG TTA TCA CCA AAG TGG CCA AAG GCT 986 
Leu Lys Arg Ser Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala 
270 275 280 

TAC TGG GAT GAT TGG CTG AGA CTA AAG GAA AAC CAT AAA GGC CGC CAA 1034 
Tyr Trp Asp Asp Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Lys Gly Arg Gin 
285 290 295 300 

TTC ATT GCA CCG GAA GTC TGT AGA ACA TAC AAT TTT GGT GAA CAT GGG 1082 
Phe He Ala Pro Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly 
305 310 315 

TCT AGT TTG GGA CAG TTT TTC AGT CAG TAT CTG GAA CCT ATA AAG CTA 1130 
Ser Ser Leu Gly Gin Phe Phe Ser Gin Tyr Leu Glu Pro He Lys Leu 
320 325 330 

AAC GAT GTG ACG GTT GAC TGG AAA GCA AAG GAC CTG GGA TAC CTG ACA 1178 
Asn Asp Val Thr Val Asp Trp Lys Ala Lys Asp Leu Gly Tyr Leu Thr 
335 340 345 

GAG GGA AAC TAT ACC AAG TAC TTT TCT GGC TTA GTG AGA CAA GCA CGA 1226 
Glu Gly Asn Tyr Thr Lys Tyr Phe Ser Gly Leu Val Arg Gin Ala Arg 
350 355 360 

CCA ATT CAA GGT TCT GAC CTT GTC TTA AAG GCT CAA AAC ATA AAG GAT 1274 
Pro He Gin Gly Ser Asp Leu Val Leu Lys Ala Gin Asn He Lys Asp 
365 370 375 380 

GAT GAT CGT ATC CGG TAT AAA GAC CAA GTA GAG TTT GAA CGC ATT GCA 1322 
Asp Asp Arg He Arg Tyr Lys Asp Gin Val Glu Phe Glu Arg He Ala 
385 390 395 
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666 GAA TTT GGT ATA TTT 6AA 6AA T6G AAG GAT GGT GTG CCA C6A ACA 1370 

Gly Glu Phe Gly He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Thr 
400 405 410 

GCA TAT AAA GGA GTA GTG GTG TTT CGA ATC CAG ACA ACA A6A CGT GTA 1418 
Ala Tyr Lys Gly Val Val Val Phe Arg He Gin Thr Thr Arg Arg Val 
415 420 425 

TTC CTG GTT 6GG CCA GAT TCT GTA ATG CAG CTT GGA ATT CGA AAT TCC 1466 
Phe Leu Val Gly Pro Asp Ser Val Met Gin Leu Gly He Arg Asn Ser 
430 435 440 

TGA TGCAAAACAT AT6AAAGGAA AAGAAGATTT TGGACCGCAT GCAGCCTCCT 1519 
* 

445 

TCTAGCAGCT GTTAGGTTGT ATTGTTATTT ATGGATGAGT TTGTAGAGCG GTGGGGTTAA 1579 

CTTTAACAGC AAGGAAGCTC TGGTGACCAG GCTGATTGGC TTAGAAGTTA TGGGAACCCC 1639 

TTGAAAG6GT CAGGGTTAAA TATATTTCAG TTGTTTTATT AGT6ATTATC TTGTGGGTAA 1699 

CTTATACGAA TGCAAATCAT TCTATGCAGT TTTTCTTCGT CCCACTTGTT TTGGCTTCTC 1759 

TATTGCTAGT GTACATATCT CTTCAAACAT GTACTAAATA ATGCGTGTTG CTTCAAA6AA 1819 

GTAACTTTTA TTAAAAAAAA AAAAAAAAAC TC6AG 1854 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 445 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKttLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Ala Arg lie Ser Cys Asp Leu Arg Phe Leu Leu He Pro Ala Ala 
15 10 15 

Phe Met Phe He Tyr He Gin Met Arg Leu Phe Gin Thr Gin Ser Gin 
20 25 30 

Tyr Ala Asp Arg Leu Ser Ser Ala He Glu Ser Glu Asn His Cys Thr 
35 40 45 

Ser Gin Met Arg Gly Leu He Asp Glu Val Ser He Lys Gin Ser Arg 
50 55 60 

He Val Ala Leu Glu Asp Met Lys Asn Arg Gin Asp Glu Glu Leu Val 
65 70 75 80 

Gin Leu Lys Asp Leu He Gin Thr Phe Glu Lys Lys Gly He Ala Lys 
85 90 95 

Leu Thr Gin Gly Gly Gin Met Pro Val Ala Ala Val Val Val Met Ala 
100 105 110 
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Cys Ser Arg Ala Asp Tyr Leu Glu Arg Thr Val Lys Ser Val Leu Thr 
115 120 125 

Tyr Gin Thr Pro Val Ala Ser Lys Tyr Pro Leu Phe He Ser Gin Asp 
130 135- 140 

Gly Ser Asp Gin Ala Val Lys Ser Lys Ser Leu Ser Tyr Asn Gin Leu 
145 150 155 160 

Thr Tyr Met Gin His Leu Asp Phe Glu Pro Val Val Thr Glu Arg Pro 
165 170 175 

Gly Glu Leu Thr Ala Tyr Tyr Lys He Ala Arg His Tyr Lys Trp Ala 
180 185 190 

Leu Asp Gin Leu Phe Tyr Lys His Lys Phe Ser Arg Val He He Leu 
195 200 205 

Glu Asp Asp Met Glu He Ala Pro Asp Phe Phe Asp Tyr Phe Glu Ala 
210 215 220 

Ala Ala Ser Leu Met Asp Arg Asp Lys Thr He Met Ala Ala Ser Ser 
225 230 235 240 

Trp Asn Asp Asn Gly Gin Lys Gin Phe Val His Asp Pro Tyr Ala Leu 
245 250 255 

Tyr Arg Ser Asp Phe Phe Pro Gly Leu Gly Trp Met Leu Lys Arg Ser 
260 265 270 

Thr Trp Asp Glu Leu Ser Pro Lys Trp Pro Lys Ala Tyr Trp Asp Asp 
275 280 285 

Trp Leu Arg Leu Lys Glu Asn His Lys Gly Arg Gin Phe He Ala Pro 
290 295 300 

Glu Val Cys Arg Thr Tyr Asn Phe Gly Glu His Gly Ser Ser Leu Gly 
305 310 315 320 

Gin Phe Phe Ser Gin Tyr Leu Glu Pro' He Lys Leu Asn Asp Val Thr 
325 330 335 

Val Asp Trp Lys Ala Lys Asp Leu Gly Tyr Leu Thr Glu Gly Asn Tyr 
340 345 350 

Thr Lys Tyr Phe Ser Gly Leu Val Arg Gin Ala Arg Pro He Gin Gly 
355 360 365 

Ser Asp Leu Val Leu Lys Ala Gin Asn He Lys Asp Asp Asp Arg He 
370 375 380 

Arg Tyr Lys Asp Gin Val Glu Phe Glu Arg He Ala Gly Glu Phe Gly 
385 390 395 400 

He Phe Glu Glu Trp Lys Asp Gly Val Pro Arg Thr Ala Tyr Lys Gly 
405 410 415 



Val Val Val Phe Arg lie Gin Thr Thr Arg Arg Val Phe Leu Val Gly 
420 425 430 
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Pro Asp Ser Val Met Gin Leu Gly lie Arg Aen Ser * 
435 440 445 
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